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1IZVLECEK

Klju¢ne besede: Divjad — virologija; orf virus — genetika; kuzni ektim; protitelesa proti virusom
— kri; papilomaviridae — genetika — klasifikacija; papilomavirusne okuzbe — virologija —

patologija; virusni genom; sekvenciranje celotnega genoma — metode; filogenija

Kuzni ektim povzroca virus Orf, ki spada v druzino Poxviridae, rod Parapoxvirus. V doktorski
nalogi opisujemo analizo dveh genomov izolatov virusov Orf pri gamsih (sev ORFV_82/13 in
sev ORFV _12/17). Z metodo sekvenciranja naslednje generacije (angl. next-generation
sequencing, NGS) smo prvi dolocili skoraj celotno nukleotidno zaporedje genomov (angl.
nearly complete genome) virusov Orf pri gamsih. Analiza genomov virusov Orf pri gamsih je
pokazala visoko stopnjo sorodnosti z virusi Orf pri ovcah in kozah. Genoma sta na nivoju
nukleotidnega zaporedja med seboj 99,93-odstotno podobna in se od genomov drugih virusov
Orf, dostopnih v podatkovni zbirki NCBI GenBank, razlikujeta od 7,61 % (ov¢ji sev NZ2) do
11,62 % (kozji sev NP). Filogenetska analiza genov osrednje regije je pokazala, da sta virusa
Orf pri gamsih tvorila svojo filogenetsko podskupino. V doktorski nalogi smo z ugotavljanjem
prisotnosti protiteles proti virusom Orf s serum nevtralizacijskim testom ugotavljali
prekuzenost populacije gamsov z virusom Orf. Testirali smo 40 vzorcev serumov gamsov.
Rezultati testa so bili negativni pri 38 vzorcih, dveh rezultatov ni bilo mogoce odc¢itati zaradi
citotoksi¢nega ucinka vzorca seruma na celi¢no kulturo. S pregledom arhivskih vzorcev zadnjih
dveh desetletij, uposStevajoC posredovane podatke lovskih druzin ter izkuSnje InStituta za
patologijo, divjad, ribe in ¢ebele, smo ugotovili ciklicno pojavljanje kuznega ektima pri gamsih.
Fibropapilomi so benigni tumorji koZze, ki jih povzro€ajo virusi iz druzine Papillomaviridae.
Bolezen z izrazenimi klini¢nimi znaki kaze v Evropi tendenco Sirjenja med populacijo srn,
medtem ko je pri navadnem jelenu opazena redko. V nalogi opisujemo primere
fibropapilomatoze pri srnah in navadnem jelenu z znacilno klini¢no in histopatolosko sliko. Z
metodo NGS smo dolocili nukleotidno zaporedje celotnih genomov sedmih papilomavirusov
(PV), in sicer Sestim sevom PV pri srnah (CcaPV1 sev 31-16, CcaPV1 sev 32-16, CcaPV1 sev
37-14, CcaPV1 sev 63-15, CcaPV1 sev 103-16 in CcaPV1 sev 84-14) in enemu sevu PV pri
navadnem jelenu (CePV1v sev 64-14). Pri srnah smo potrdili okuZbo s tipom CcaPV1 in pri
navadnem jelenu s podtipom CePV1v. Primerjava virusnih genomov z Ze znanimi genomi iz

NCBI GenBank je pokazala visoko genetsko stabilnost genoma v ¢asu in prostoru. S pregledom
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arhivskih vzorcev zadnjih dveh desetletij smo ugotovili pojavljanje fibropapilomatoze pri srnah

na letni ravni, pri navadnem jelenu pa izredno redko.
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ABSTRACT

Keywords: Deer — virology; orf virus — genetics; ecthyma, contagious; antibodies, viral —blood;
papillomaviridae — genetics — classification; papillomavirus infection — virology — pathology;

genome, viral; whole genome sequencing — methods; phylogeny

Contagious ectyma is a disease caused by Orf virus, a member of the family Poxviridae, genus
Parapoxvirus. In the doctoral dissertation, we describe the analysis of two genomes of Orf virus
isolates in chamois (strain ORFV 82/13 and strain ORFV_12/17). Using next-generation
sequencing (NGS), we were the first ones to identify nearly complete genome of Orf viruses in
chamois. The analyses revealed a high degree of similarity to Orf virus found in sheep and
goats. At the nucleotide sequence level, the genomes are 99.93 % identical to each other and
differ from other Orf viruses from 7.61 % (sheep strain NZ2) to 11.62 % (goat strain NP).
Phylogenetic analysis of genes in the central region has shown that chamois Orf viruses form a
distinct phylogenetic group. In the doctoral dissertation, the presence of antibodies against Orf
viruses by serum neutralization assay was used to determine the seroprevalence of chamois
population with Orf virus. Forty serum samples from chamois were tested. Test results were
negative for 38 samples, and two results could not be read due to the cytotoxic effect of the
serum sample on the cell culture. By reviewing the archival samples of the last two decades,
considering the data provided by hunting organisations and the experience of the Institute of
Pathology, wild animals, fish and bees, we found cyclic occurrence of contagious ecthyma in
chamois. Fibropapillomas are benign skin tumours caused by viruses of the Papillomaviridae
family. The disease with pronounced clinical signs shows a tendency to spread among the roe
deer population in Europe, whereas it is rarely observed in red deer. The dissertation describes
cases of fibropapillomatosis in roe deer and red deer with a characteristic clinical and
histopathological picture. NGS method was used to determine the nucleotide sequence of the
whole genome of seven papillomaviruses (PV), namely the sixth PV strain in roe deer (CcaPV1
strain 31-16, CcaPV1 strain 32-16, CcaPV1 strain 37-14, CcaPV1 strain 63-15, CcaPV1 strain
103-16 and CcaPV1 strain 84-14) and one PV strain in red deer (CePVl1v strain 64-14).
Infections with the CcaPV1 type were confirmed in roe deer and with the CePV1v subtype in
red deer. Comparison of the viral genomes with previously known genomes from NCBI

GenBank showed high genetic stability of the genome in time and space. Reviewing archival
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samples from the last two decades, it was found that fibropapillomatosis occurs annually in roe

deer but extremely rarely in red deer.
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1 UVOD

Za Slovenijo je znacilna izredno pestra in razmeroma dobro ohranjena narava. Po oceni Zavoda
za gozdove Slovenije gozd porasc¢a 58,3 % povrSine Slovenije (1). Na majhni povr$ini ima
veliko biotsko raznovrstnost, med drugim veliko Stevilo prostozivecih prezvekovalcev, med
katerimi prevladujejo srne, navadni jelen in gams (2). Ceprav je v prosti naravi teZje zaznati
obolelo zival, pa primeri v Sloveniji kaZzejo, da se bolezni z razli¢no etiologijo pri prostozivecih
prezvekovalcih redno pojavljajo. V vecini primerov potekajo okuzbe asimptomatsko, nekatere
pa so za lovce zelo evidentne, Se posebej, ¢e se pri klini¢ni sliki pojavljajo redke in nenavadne
spremembe na kozi, ki so v naravnem okolju hitro opazne. V zadnjem desetletju je pri
prostozivecih prezvekovalcih v Sloveniji opaZen porast klini¢nih primerov fibropapilomatoze
pri srni ter cikliéno pojavljanje primerov kuznega ektima pri gamsih. Prav zaradi nizke

pojavnosti ter tezje dostopnosti do materiala take bolezni redko diagnosticiramo (3).

Kuzni ektim oziroma pustularni dermatitis povzroca virus Orf (ORFV), ki spada v druzino
Poxviridae, rod Parapoxvirus. Bolezen je uvrs¢ena med zoonoze, kjer se opisuje tudi mozen
prenos ORFV na lovce ob stiku s trupli gamsov (4). Pri prostozivecih zivalih v Evropi so
bolezen ugotovili pri kozorogu (Capra ibex) (5), gamsu (Rupicapra rupicapra) (6), pirenejskem
gamsu (Rupicapra pyrenaica) (7), navadnem jelenu (Cervus elaphus) (5) ter moSkatnem
govedu (Ovibos moschatus) (8). Bolezenski znaki pri obolelih Zivalih se kazejo v obliki
sprememb na podroc¢ju ustne votline in njene okolice, te so boleCe in povzro€ajo nejescnost ter
stradanje. Zaradi sprememb na vimenu samice predcasno zapustijo mladi¢e, medtem ko
spremembe na okoncinah privedejo do zaCasne Sepavosti. Bolezen je obicajno samoozdravljiva
(9—13). Literature in podatkov o pojavnosti klini¢ne slike in samem povzrocitelju pri gamsih je
izredno malo. Trenutno je v dostopni literaturi samo en opis filogenetske analize kratkega

odseka virusnega genoma pri navadnem jelenu, gamsu ter kozorogu v Italiji (5).

Fibropapilomi so benigni tumorji koZe, ki jih povzrocajo virusi iz druZine Papillomaviridae.
Neoplasti¢ne spremembe se pri okuZeni zivali kazejo kot Stevilni benigni tumorji, ki se
ve¢inoma pojavijo na podrocju vratu, glave, trebuha in okonc¢in. Vecji tumorji lahko tudi
ulcerirajo. V redkih primerih lahko najdemo metastaze na pljucih. Ugotovili so jih pri okuzbah
z AaPV1 (Deltapapillomavirus 1) ter OvPV1 (Deltapapillomavirus 3) (3, 14, 15). Ceprav

prenos papilomavirusov (PV) med prostozive¢imi Zivalmi v naravi Se ni Cisto pojasnjen,
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epidemioloske Studije kazejo, da se PV prenaSajo direktno skozi poskodovano kozo ali
sluznico, preko okuZzene vegetacije in/ali preko hematofagnih insektov (16—18). Okuzba lahko
poteka tudi asimptomatsko (19, 20). Fibropapilomatoza je v naravi prisotna vse leto (21).
Bolezen z izrazenimi klini¢nimi znaki kaze v Evropi tendenco $irjenja med populacijo srn (16),
medtem ko je pri navadnem jelenu opazena redko (22). Za filogenetsko in taksonomsko analizo
se pri papilomavirusih preiskuje regijo L1. Taksonomski status papilomavirusnih tipov,
podtipov in podtipskih razliCic temelji na tradicionalnem kriteriju, da se morajo nukleotidna

zaporedja gena L1 razlikovati vsaj za 10 %, 2—10 % ali do 2 % (19).

Nov papilomavirusni tip se prepozna kot tak, ¢e se nukleotidno zaporedje gena L1 razlikuje za
ve¢ kot 10 % od najbliZzjega sorodnega papilomavirusnega tipa. Razlike med 2 in 10 %
opredeljujejo podtip in razlike, manjSe od 2 %, podtipsko razliico. Tradicionalni
papilomavirusni tipi znotraj vrste imajo med 71 in 89 % podobno nukleotidno zaporedje gena
L1 (23). Vecina raziskav za boljSe razumevanje evolucije in klasifikacije papilomavirusov je
bilo opravljenih na humanih papilomavirusih ter papilomavirusih pri domacih zivalih (angl.

bovine papillomaviruses, BPV) (24).

1.1 NAMEN DELA

Namen doktorske disertacije je bil dolociti in analizirati nukleotidno zaporedje celotnega
genoma virusa Orf pri gamsu, saj do sedaj celotni genom virusa Orf pri gamsu Se ni bil dolocen.
V raziskavo smo vkljucili tudi 40 vzorcev serumov gamsov za dolo¢anje protiteles proti virusu
Orf s serum nevtralizacijskim testom, da bi ugotovili razSirjenost okuzbe z virusom Orf pri

gamsih brez klini¢ne slike.

Nas namen je bil tudi dolociti nukleotidna zaporedja celotnih genomov papilomavirusov pri
srni in navadnem jelenu ter jih primerjati med seboj in z virusnimi sevi iz drugih drZav, ki smo
jih pridobili i1z podatkovne zbirke Nacionalnega centra za biotehnoloSke informacije (angl.
National Center for Biotechnology Information, NCBI GenBank). Zeleli smo dologiti genotipe
papilomavirusov in odkriti morebitne nove genotipske oziroma podtipske razlicice, ki kroZzijo
v Sloveniji. V okviru naloge smo opravili analizo arhivskih vzorcev pojavljanja kuznega ektima
in papilomatoze pri prostozivecih prezvekovalcih za ve¢ kot dve desetletji nazaj. V raziskavo

smo vkljucili arhivske vzorce, pri katerih je bila postavljena diagnoza zgolj na osnovi klini¢ne
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in histopatoloske slike, ter jih testirali z metodo PCR na prisotnost nukleinske kisline virusa Orf

in papilomavirusov.

1.2. HIPOTEZE

Z raziskavo smo zeleli preveriti naslednje hipoteze:

e Na podlagi nukleotidnega zaporedja celotnega genoma virusa Orf pri gamsih
nameravamo dokazati, da je ta najbolj podoben virusnim sevom Orf, ugotovljenim pri

ovcah.

e V populaciji gamsov nameravamo s serum nevtralizacijskim testom dokazati prisotnost

protiteles proti virusom Orf in oceniti stopnjo prekuZenosti populacije.
e Kozne spremembe pri gamsih, znacilne za bolezen kuzni ektim, povzroc¢a virus Orf.

e Spremembe na kozi v obliki gobastih, pecljatih tumorjev pri srnah in jelenih v Sloveniji
povzrocajo vrstno specifi¢ni papilomavirusi iz rodu Deltapapilomavirus, in sicer pri srni

genotip CcPV-1 ter pri jelenu genotip CePV-1.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 OPIS ZIVALSKIH VRST

Navadni gams (Rupicapra rupicapra) spada v red Artiodactyla, podred Ruminantia, druzino
Bovidae, poddruzino Caprinae in rod Rupicapra (25). V Sloveniji gams naseljuje predvsem
obmocja alpskega in predalpskega sveta. Populacije gamsa imajo na teh obmocjih najvecjo
gostoto in sklenjeno poselitev. Nekatere manjSe kolonije gamsa najdemo tudi v osrednjem,
juZznem in vzhodnem delu Slovenije. Prilagojeni so zivljenju v strmem, kamnitem in skalnatem
habitatu nad gozdno mejo (26). Zivijo na nadmorski visini od 800 do 2.300 metrov, vendar z
obcutnim nihanjem med letom (27). Poleti se gamsi ponavadi zadrzujejo nad gozdno mejo,
pozimi se spuicajo nizje. Stevilne populacije gamsa vztrajajo tudi vse leto na visokogorskih
pasSnikih. Poseljujejo pas ruSevja, v gorskem svetu Zivijo tudi v gozdovih. Na populacijsko
dinamiko in sezonske migracije gamsov pomembno vplivata iskanje in razpolozljivost hrane.
Gibanja populacij gamsov temeljijo na izmeni¢ni rabi gozdov in odprtih habitatov (26, 28).
Ocenjevanje gostot populacij gamsa je Se posebej otezeno zaradi znacilnosti gorskih habitatov,
ki so tezko dostopni. Kljub temu ocenjujejo, da je najStevilénejSa populacija gamsov prisotna v

Triglavskem narodnem parku (29).

Srna (Capreolus capreolus) spada v red Artiodactyla, podred Ruminantia, druzino Cervidae,
poddruzino Odocoileinae in rod Capreolus (30). Srne so razSirjene skoraj po vsej Evropi,
vkljuéno z zahodno Rusijo (31), ter v nekaterih drzavah izven Evrope (32). V Sloveniji so srne
sploSno razsirjene in pogoste od morsko-obalnega obmocja do zgornje gozdne meje. Ocena
populacije srne v Sloveniji znaSa priblizno 110.000 osebkov (33). Letni odstrel srn zadnjih 18
let znaSa med 30 do 34 tiso¢ (34). Srna se najbolje pocuti v gozdovih z gosto podrastjo in v
grmiscih. Najbolj ji ustreza mozaicen preplet travnikov, paSnikov in njiv z majhnimi gozdicki,
kjer ni prehudih zim. Ceprav zimo dobro prenasa, lahko utrpi veliko §kodo zaradi pomanjkanja
hrane. V tem stoletju se je srna prilagodila tudi zivljenju na odprtih poljih, zaradi urbanizacije
pa se vse bolj seli v notranjost gozdov (26). Srna se vse leto zadrzuje na enem in istem obmocju,

navadno tam, kjer se je skotila. Populacijska gostota je do ene zivali na 4 ha (29).
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Navadni jelen (Cervus elaphus) spada v red Artiodactyla, podred Ruminantia, druzino
Cervidae, poddruzino Cervinae in rod Cervus (35). Distribucija navadnega jelena sega od
Evrope preko severne Afrike in Bliznjega vzhoda (32, 36-38). V Sloveniji je njegova
Stevilénost ocenjena na 11.000 do 14.000 osebkov (39). Habitat navadnega jelena so predvsem
obdelovalnih povrsin. V Sloveniji najve¢ populacij navadnega jelena zivi v dinarskih jelovo-
bukovih gozdovih in njihovih spremenjenih, zlasti zasmrecenih sestojih. V alpskem in gorskem
svetu zivijo v meSanih in smrekovih gozdovih, v nizinski vzhodni Sloveniji ter tudi v poplavnih
gozdovih (40). Navadni jelen je ¢redna zival. Imajo letna in zimska stani$¢a. KoSute s teleti se
druZijo med sabo, medtem ko samci pozimi sestavljajo svoje trope ali so samotarji (26, 29).
Populacija navadnega jelena je razSirjena na priblizno 60 % povrSine drzave. Glavna
populacijska jedra z ocenjenimi lokalnimi gostotami zna$ajo ve¢ kot 20 osebkov/km’ na

Kocevskem, Notranjskem, v Karavankah in na Pohorju (40).

2.2 POKSVIRUSI IN BOLEZEN KUZNI EKTIM

2.2.1 Klasifikacija poksvirusov

Viruse iz druZine Poxviridae delimo na dve poddruZini: Chordopoxvirinae (poksvirusi
vretencarjev) in  Entomopoxvirinae  (poksvirusi insektov). Trenutno poddruzino
Chordopoxvirinae sestavlja 18 rodov: Avi-, Capri-, Centa-, Cervidi-, Crocodylid-, Lepori-,
Macropo-, Mollusci-, Mustel-, Ortho-, Oryzo-, Yata-, Pteropo-, Salmon-, Sciuri-, Sui-,
Vespertilion- in Parapoxvirus (Slika 1) (13). Glede na sestavo genoma se predstavniki
poddruzine Chordopoxvirinae delijo na tiste z visoko (> 60 %) ali nizko (~ 3040 %) vsebnostjo
gvanina in citozina (41). Vecina rodov iz poddruzine Chordopoxvirinae ima nizko vsebnost
gvanina in citozina, izjema so vrste rodu Parapoxvirus in Molluscipoxvirus (13). V rod
Parapoxvirus so trenutno uvr§ceni: virus govejega papularnega stomatitisa, virus Orf,
poksvirus navadnega jelena, virus govejih psevdoosepnic in poksvirus sivega tjulnja (42)

(Tabela 1).
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Tabela 1: Podatkovni izpis o predstavnikih rodu Parapoxsvirus o vrsti, izolatu, pristopni stevilki, razpolozljivi
sekvenci in kratici virusa (13)

Table 1: Data display of genus Parapoxvirus members including species, isolate, accession number, available
sequence, and virus abbreviation (13)

Poimenovanje RazpoloZljivo Kratica
. ! Izolat Pristopna Stevilka  nukleotidno .
virusa . virusa
zaporedje
Bovine popular
Goveji papularni stomatitis virus Celotni
stomatitis virus BV-ARO02 AY 386265 genom BPSV
Orf virus OV- AY386264 Cg:;ll‘(’)t;’;
Virus Orf SA00 ORFV
Orf virus NZ2 DQI84476 Celotni
genom
Poksvirus . .
. Parapoxvirus red Celotni
navadnega jelena deer/HL953 KM502564 genom DPV
Virus govejih .
. Pseudocowpox Celotni
psevdoosepnic virus VR634 GQ329670 genom PCPV
Poksvirus sivega . .
S Seal parapoxvirus Celotni
tjulnja AFK 761 KY382358 genom GSEPV

Vecina parapoksvirusnih izolatov izvira od kopitarjev in domacih rejnih zivali (13). Genomi
poksvirusov imajo na obeh koncih dolga obmocja terminalnih invertiranih ponovitev (angl.
Inverted terminal repeats, ITR) (43, 44). V osrednji regiji genoma se nahajajo osrednji geni
(angl. core genes), ki imajo pomembno vlogo pri replikaciji, translaciji in transkripciji.
Terminalna regija je bolj variabilna in vsebuje t. i. robne gene, ki so specifi¢ni za posamezen

virus ali se nanaSajo na virusni tropizem (13).

Osrednji geni so vecinoma homologni in znadilni za posamezne rodove. Za dolocanje in
razlikovanje rodov ter ugotavljanje novih poksvirusov Mednarodni komite za taksonomijo

virusov (angl. International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) podaja nabor smernic:

e vrsta naravnega gostitelja — v nekaterih primerih je spekter gostiteljev zelo ozek, pri
nekaterih zelo Sirok. Vendar na splos$no velja, da je vrsta naravnega gostitelja odlo¢ujo¢

kriterij za klasifikacijo poksvirusov;
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o filogenetska analiza — taksonomske skupine lahko v vecini primerov razberemo po
evolucijski zgodovini in sorodnosti skupin virusov;

e identi¢nost nukleotidnega zaporedja — izolati znotraj vrste imajo ve¢ kot 98-odstotno
nukleotidno identi¢nost; stopnja identi¢nosti nukleotidnega zaporedja je pri vecini
poksvirusov obicajno precej visoka, kar otezuje klasifikacijo zgolj na tem kriteriju;

e identi¢nosti aminokislinskega ali nukleotidnega zaporedja med specifi¢nimi, pogosto
skupno deljenimi geni — zaporedni polimorfizmi v genih, kot sta hemaglutinin ali
inkluzijski protein tipa A, kaZejo na visoko stopnjo variacij, s pomocjo katere je mogoce
poksviruse razlikovati;

e primerjava genetskega zapisa virusa — variabilnost genetskega zapisa in ohranjenosti
genskih zaporedij med izolati poksvirusov je lahko prepoznavna znacilnost;

e organizacija genoma — sinteticna razmerja med geni lahko v nekaterih primerih sluzijo
za taksonomsko razlikovanje;

e rastne znacilnosti in obseg celi¢nih kultur razli¢nih gostiteljev;

e znaCilnosti obolenj, ki jih poksvirusi povzrocijo; obolevnost, smrtnost in druge
znacilnosti bolezni se lahko uporabijo za klasifikacijo povzrocitelja;

e Seroloska merila, vkljuno s serum nevtralizacijskim testom (SNT) in navzkrizno

zaS¢ito pri zivalih (13, 45).

Pri parapoksvirusih se v terminalni regiji nahaja gen B2L, ki vsebuje 1.137 bp in kodira
imunogeni protein, ki je velikosti priblizno 42 kDa. Med virusnimi izolati ORFV je gen B2L
dobro ohranjen in ga uporabljamo za ugotavljanje, molekularno opredeljevanje in filogenetsko

analizo ob razli¢nih izbruhih bolezni kuznega ektima (46).

Mikrosatelitski markerji (angl. Simple sequence repeats, SSRs) ali mikrosateliti so kratka,
ponovljiva nukleotidna zaporedja, ki so naklju¢no razporejena po celotnem genomu
evkariontov in prokariontov. Zaradi sprememb v Stevilu kopij ponovljivih sekvenc, ki so
posledica napak pri prepisovanju DNA, je dolZina mikrosatelitov zelo spremenljiva.
Mikrosatelitski markerji predstavljajo potencialno orodje za lazjo in natan¢nejSo identifikacijo,
analizo genetske raznolikosti in razumevanje evolucijskega statusa virusa Orf v prihodnosti

(47).
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Poxviridae
Entomopoxvirinae

Unassigned (Melanopius sanguinipes entomopasvins 07
- = —————-Alphaantomapoxvirus (Anomala cuprea enfomopoxvirusg)
iMmm ({Amsacta moorei entomapaxvires L)
-==- Gammaentomopoxvirus (N0 sequenced isolates}

Chordopaxvininae
Unclassified (Crocodile paxvirus)

_:Av{paxvﬂﬂs {Canarypox virus)
Avipoxvirus (Fowlpox wvirus)

Molluscipoxvirus (Molluscum contagiosum virus)

Unassigned [Squirrel poxvirus)

Parapoxvirus (Orf virus)

——— Yatapoxvirus (Yaba monkay lumor virus)
Leparipoxvirus (Myxoma virus)

= -rcwmmm (Deerpox virus W-848-83)

Suipoxvirus {Swinepox virus)
L Capripoxvirus (Shesppox virus)
. Orthopoxvirus (Vaccinia virus)

Slika 1: Filogenetsko drevo predstavnikov druzine Poxviridae. Prikaz filogenetskih razmerij temelji na poravnavi
odc¢itkov aminokislinskega zaporedja 19 osrednjih poksvirusnih genov virusnih izolatov tipi¢nih predstavnikov
posameznih rodov. Filogenetsko drevo ne vsebuje neklasificiranih virusov (13).

Figure 1: Phylogenetic relationships in the family Poxviridae. Phylogenetic relations are based upon aligned

amino acid sequences from 19 conserved genes of virus isolates from representative species of each genus. The
phylogenetic tree does not include unclassified viruses (13).

2.2.2 Zgradba in genom parapoksvirusov

Za vrste 1z rodu Parapoxvirus je znacilen virusni delec ovalne oblike, velikosti 220-300 x 140—
170 nm, ki ima na povrsini filamente. Virusi imajo dvojno vija¢nico DNA, dolzine 130-150
kbp; vsebnost gvanina in citozina znasa 64 % (13, 42, 48). Genomi poksvirusov imajo
sposobnost kodiranja od 150 do 300 proteinov, od tega jih je 100 v samem virionu. Vecina
predstavnikov parapoksvirusov kaze obsezno navzkrizno hibridizacijo DNA (hibridizacija
DNA, ki je z nukleotidno sekvenco manj kot 100 % komplementarna) in seroloSko navzkrizno
reaktivnost. Navzkrizna hibridizacija in gensko mapiranje nakazujeta na obsezno divergenco
med posameznimi predstavniki rodu. V nasprotju s preostalimi DNA virusi poksvirusi kodirajo

vse encime, ki so potrebni za transkripcijo in replikacijo (10, 13, 42, 48).
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2.2.3 Prenos in replikacija poksvirusov

Prenos poksvirusov med Zivalmi je lahko direkten ali indirekten skozi poskodovano kozo (12,
13, 42, 49). V naravnih razmerah virus obifajno prodre skozi manjSe poskodbe koze. V
laboratorijskih razmerah pri sobni temperaturi prezivi v suhih krastah tudi do 15 let. V krastah

zunaj telesa lahko virus prezivi nekaj mesecev (11, 12, 21, 50-52).

Do vstopa viriona v celice bazalne plasti epidermisa ali ustne sluznice pride s pomocjo
endocitoze ali fuzije. Kateri receptorji sodelujejo pri vstopu viriona v celico, do sedaj ni znano
(53). Domnevno naj bi imeli pomembno vlogo pri tem procesu razli¢ni kemokinski receptorji
(42). Do prepisovanja virusne DNA pride zelo hitro po aktivaciji zgodnjih genov, ki nosijo
zapise za encime, udelezene pri podvajanju DNA. Virusna polimeraza RNA omogoci zgodnjo
transkripcijo genoma. Prepisovanje v mRNA poteka znotraj virusne sredice. Po vstopu virusa
v celico nastanejo tudi beljakovine, ki omogocijo osvoboditev nukleinske kisline od
nukleokapside. S podvajanjem DNA se zacne tudi aktivacija preostalih genov. Sestavljanje
virionov poteka v citoplazmi. Po vstopu virusa v Golgijev aparat se zacne postopek zorenja in
pridobivanja membrane virusa. V okuzenih celicah nastaja veliko Stevilo nezrelih virionov, ki
postanejo kuzni Sele potem, ko se sprostijo s celi¢no lizo. Od zgodnjih endosomskih delcev
pridobijo Se drugo ovojnico. Delci nato potujejo s pomocjo mikrotubulov na celicno membrano,
kjer se zlijejo in tvorijo celici pridruzene virione. Polimerizacija aktinskih filamentov omogoca
neposredni prehod virionov v sosednje celice. V okolje se sprostijo z brstenjem, eksocitozo ali
lizo celice (53) (Slika 2). Poksvirusno replikacijo DNA lahko zaznamo Ze dve uri po okuZbi
dovzetnega gostitelja. Posebnost okuzb z virusi iz poddruzine Chordopoxvirinae je njihova
sposobnost kolonizacije in replikacije do visokih titrov v koZi, kjer povzroc¢ijo patoloske
spremembe. To kaZe tropizem poksvirusov do epidermalnih keratinocitov, kjer povzroci

nastanek papul, pustul, vezikul in krast (12, 13, 42, 45, 48, 49).
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Slika 2: Shemati¢ni prikaz replikacije poksvirusov (54)

Figure 2: Schematic representation of poxvirus replication (54)
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2.2.4 Vpliv okolja na parapoksviruse

Virusi iz rodu Parapoxvirus so odporni na izsusevanje in ostanejo infektivni v krastah vsaj stiri
mesece. V laboratorijskih pogojih virusi ohranijo svojo infektivnost tudi vec¢ let. Ultravijoli¢no

svetloba ali segrevanje pri 56 °C za 1 uro inaktivirajo viruse (48).

2.2.5 Geografska razsirjenost in dovzetnost Zivalskih vrst na okuzbe z virusi Orf in

drugimi parapoksvirusi

Kuzni ektim je bolezen, ki se pogosto pojavlja pri ovcah in kozah po vsem svetu. Bolezen se
pogosteje pojavlja v drzavah, ki imajo dobro razvito ov&jerejo in kozjerejo (12, 55, 56). Sirjenje
okuzb in vztrajna prisotnost povzrocitelja v ¢redi povezujejo s kratkotrajno imunostjo na
ponovno okuzbo in rezistentno naravo virusnih delcev na dejavnike okolja. Z ORFV se
primarno okuzijo zivali, ki so mlajSe od enega leta starosti. Incidenca v ¢redi lahko znasa tudi
do 90 %, vendar je umrljivost nizka. Okuzba se v ¢redi hitro $iri preko stika z okuzenimi zivalmi
ali preko krast. Virus lahko dlje ¢asa prezivi tudi v kroni¢no okuzenih Zivalih (57). Bolezen so
ugotovili v Evropi, na BliZznjem vzhodu, v ZDA, Afriki, Aziji, Juzni Ameriki, Kanadi, na Novi
Zelandiji in v Avstraliji (42, 49, 51, 56, 58). V Sloveniji sta o izbruhu kuznega ektima pri ovcah
prva porocala Zeleznik in Gregorovi¢ leta 1979 (59). Iz koZne spremembe uplenjenega
kozoroga je bil leta 1983 s pomocjo elektronskega mikroskopa izoliran in potrjen virus Orf
(60). O izbruhu parapoksvirusnih okuzb pri severnih jelenih (Rangifer tarandus) so porocali na
Finskem in Norveskem (61, 62). Med letoma 1992 in 1993 je na Finskem zaradi okuzbe s
parapoksvirusi poginilo priblizno 400 Zivali in 2.800 jih je kazalo klini€ne znake bolezni. Od
takrat dalje redno porocajo o sporadi¢nih primerih bolezni (62). Leta 2004 so porocali o
parapoksvirusnih okuZbah, ki so se pojavile pri severnih jelenih na NorveSkem. Genomska
analiza virusnih izolatov je pokazala, da je povzrolitelj okuzb najverjetneje virus Orf.
Potencialni izvor okuZbe naj bi bile ¢rede ovc in koz, s katerimi so si delili pasnike, preko
¢loveka in opreme (61, 63, 64). Kuzni ektim so v Evropi ugotovili pri navadnem gamsu,
pirenejskem gamsu, kozorogu ter moskatnem govedu (11, 12, 58). Horner in sodelavci poroc¢ajo
o prvem primeru izbruha kuZnega ektima na Novi Zelandiji pri gojenem navadnem jelenu
(Cervus elaphus) (65). Eksperimentalno so okuzili tudi druge vrste jelenjadi, ki so pokazale le

blage simptome bolezni. HujSa oblika bolezni se razvije zlasti pri mlajsih Zivalih, pri katerih je



30
J. Kmetec: Ugotavljanje in molekularna opredelitev virusov Orf ... ter papilomavirusov ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

obolevnost tudi do 100 %, vendar je umrljivost nizka, ¢e ni prisotnih dodatnih bakterijskih in

glivicnih okuzb. Virus so ugotovili tako pri obolelih kot tudi pri klinicno zdravih zivalih (49).

2.2.6 KuZni ektim pri navadnem gamsu

Literature in podatkov o pojavnosti klini¢ne slike in samem povzrocitelju pri gamsu je izredno
malo. Marco in sodelavci so v sklopu epidemioloske Studije o borderski bolezni pri pirenejskem
gamsu (Rupicapra pyrenaica) v Spaniji ugotovili en primer kuznega ektima (1/158) (7).
Scagliarini in sodelavci opisujejo prisotnost novozelandskega parapoksvirusa pri navadnem
jelenu in prisotnost virusa ORF pri gamsu in kozorogu v parku Stevio v italijanskih Alpah (5).
Veternik in Zadnik porocata o Stirih primerih pojava kuznega ektima v Sloveniji leta 2011 pri
navadnih gamsih (Rupicapra rupicapra), ki so bili zaradi vidnih telesnih sprememb uplenjeni
v LPN Kozorog Kamnik. Vzorci so bili poslani na diagnosti¢no preiskavo na Nacionalni
veterinarski institut, ki je potrdil prisotnost virusa Orf. Avtorja menita, da se kuzni ektim v
Sloveniji pojavlja endemi¢no pri ovcah in kozah ter da je najverjetnejsi nacin okuzbe gamsov
preko stika z ovcami na pasi (66). Valentin€i€ verjetno opisuje pojav kuznega ektima pri gamsih
in kozorogih v Sloveniji kot posledico prenaseljenosti Ze v sedemdesetih in osemdesetih letih,
kar pa so takrat uvrscali med papilomatozna obolenja zaradi nerazvite diagnostike (67). Leta
2014 Kitchen in sodelavci porocajo o primeru okuzbe z virusom Orf pri loveu na avstrijskem
Tirolskem, ki je bil v stiku z uplenjenim okuZenim gamsom. Posledi¢no so izvedli serolosko
testiranje 16 vzorcev krvi uplenjenih gamsov ter ugotovili prisotnost protiteles proti virusu Orf
pri 3 vzorcih. Do prenosa okuzbe z virusom Orf naj bi med ovcami in gamsi na visokogorskih
pasnikih prihajalo sporadicno v poletnih mesecih (4). Leta 2014 Huemer in sodelavci
nadaljujejo njihovo Studijo ter ugotavljajo seroprevalenco virusa Orf v populacijah gamsov na
obmocju avstrijsko-italijanske meje. Na avstrijski strani Alp so bili seroloSko pozitivni Stirje od
17 primerov s severne Tirolske ter Stirje od 42 primerov na italijanski strani iz province
Bolzano. To je prva Studija, v kateri so ugotavljali prisotnost protiteles proti virusu Orf pri
prostozivecih Zivalih na obmocju Alp ter izpostavlja prostozivece prezvekovalce, vklju¢no z

navadnimi gamsi, kot mozen rezervoar za okuzbe z virusom Orf pri domacih zivalih (6).
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2.2.7 Ukrepi in nadzor nad boleznijo pri gamsu

Izbruh bolezni lahko povzroci obutno zmanjsSanje populacije zivali ter spremembo v starostni
strukturi populacije (49, 57, 68). Huje prizadete Zivali se odstreli, ker specificnega zdravljenja
ni. Umaknejo se solnice, ki lahko predstavljajo vir virusa. Ker so za izbruhe bolezni pri
prostozivecih zivalih lahko odgovorne tudi domace zivali, se priporoca, da se jih pred izpustom
na pasnik klini¢no pregleda (68). Nosilci virusa so tudi subklini¢no okuzene zivali, zaradi ¢esar
je ugotavljanje prisotnosti takih zivali precej tezavno (12, 58). O prevalenci bolezni, zlasti pri
prostozivecih zivalih, je tako pri nas kot v tujini znanega dokaj malo; veterinarji, lovci in kmetje
bolezen prepoznajo, vendar zaradi nezadostne diagnostike ni mogoce ustvariti zanesljive

epidemioloske slike bolezni (9, 12, 49).

2.2.8 Prenos bolezni

Prenos virusa Orf je lahko direkten (stik z okuzeno Zzivaljo) ali indirekten (npr. preko solnic)
(11, 12, 50-52). O primerih kuznega ektima najpogosteje porocajo v paritveni sezoni, ko so
zivali v tesnejSem stiku, pozimi, ko se Zivali hranijo na krmiscih, ter v ¢asu lovne dobe, ko lovci
podrobneje spremljajo zdravstveno stanje zivali (52). Ob slabsih prehranskih moznostih ali
padcu odpornosti, ki jo izzove stres, lahko subklini¢na oblika bolezni preide v klini¢no obliko

(48, 49, 58).

2.2.9 Inkubacijska doba in klini¢na slika kuZnega ektima

Pri zivalih inkubacijska doba traja priblizno dva do tri dni. Znacilne spremembe, ki se pojavijo
pri kuZznem ektimu, so papule, pustule, vezikule in kraste na podro¢ju ustne votline, nosu, uses
in v okolici o¢i (48, 49, 52, 55). Ugotovitve pri histopatoloski preiskavi sprememb koze lahko
zajemajo pustularni dermatitis s proliferacijo koznih celic, hiperkeratozo, degeneracijo
keratinocitov, v katerih se nahajajo eozinofilne inkluzije, vezikule, pustule, majhne abscese in
razjede v zgornjih plasteh koZe, ki so prekrite s krastami (9, 12, 42). Spremembe se lahko
pojavijo tudi v sami ustni votlini (trdo nebo, jezik, dlesen), na okon¢inah (spodnji deli nog,
svitek), vimenu, kozi spolnih organov in poziralniku. Ob¢asno so spremembe ugotovljene tudi

v vampu, kapici, pljucih, srcu in spodnjem delu prebavil (68, 69). Pri tezjem poteku bolezni se
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lahko razvijejo cvetacCaste bradavice, ki sCasoma tudi ulcerirajo. Na nastalih razjedah so pogosto
prisotne tudi li¢inke muh. Spremembe, ki nastanejo na podrocju ustne votline in ustne sluznice,
so zelo bolece, zaradi Cesar zival zavraca hrano in posledicno hujSa. Pri obseznejSih
proliferativnih spremembah na okonc¢inah se pojavi zaasno Sepanje. Zaradi bole¢ih sprememb
na vimenu lahko samica odzene mladice. Pri enostavnem poteku bolezni zival ozdravi v enem
do stirih tednih. Pri zivalih, ki so bolezen prebolele, imunost traja do devet mesecev, po tem
¢asu je mozna ponovna okuzba. Ob ponovni okuzbi je potek bolezni krajsi in blag, kozne

spremembe so manjse in malostevilne (10, 12, 49, 52).

2.2.10 Imunski odziv na okuzbe z virusom Orf

Pri okuzbi z virusom Orf naj bi imel pomembno vlogo celi¢ni imunski odziv, medtem ko je
vloga protiteles Se dokaj nejasna. Razumevanje mehanizmov delovanja imunosti pri ORFV je
zapleteno, ker je imunost kratkotrajna tako pri naravnih kot tudi pri eksperimentalnih okuzbah.
ORFV so sposobni ponovne okuzbe gostitelja, pri ¢emer so lezije takrat manjSe in izginejo
hitreje, vendar je vloga humoralne imunosti pri tem Se vedno nepojasnjena. Nekateri avtorji
menijo, da protitelesa nimajo pomembnejse vloge pri imunski zas¢iti ali okrevanju. Zgodnje
Studije iz leta 1923 so pokazale, da serum imuniziranih zivalih ni deloval zas¢itno (57). Prav
tako so kasneje dokazali, da kolostrum imuniziranih Zivali ne $¢iti mladic¢ev (70-72). Drugi
avtorji pravijo, da ni nobene povezave med titrom protiteles in resnostjo razvoja lezij. V
eksperimentalni $tudiji so dokazali, da serolosko pozitivna jagnjeta niso bila zaS¢itena pred
ponovno okuzbo (73). Spet drugi avtorji poudarjajo pomembnost protiteles. Lloyd pojasnjuje,
da jagnjeta niso bila zaS¢itena pred okuzbo v Studiji, ki sta jo izvedla Buddle in Pulford, ker

kolostrum ni vseboval IgG2, ampak le IgG1 (70, 74).

Vnetni in imunski odziv pri okuzbah z ORFV so preucevali tudi s histoloSkimi pregledi tkivnih
rezin in z ugotavljanjem vrste celic, ki so infiltrirale lezije (75-78). Ugotovili so, da je do
kopicenja nevtrofilnih granulocitov prislo v prvih 24 urah po okuZbi ter nato Se Cetrti dan po
okuzbi, kar je sovpadalo s pojavom virusnega antigena v epidermisu (75, 76). S pojavom
virusnega antigena v epidermisu je prislo tudi do kopicenja mastocitov. V odmirajo¢em dermisu
in vnetih dla¢nih foliklih je prislo do akumulacije dendriti¢nih celic, ki so izrazale veliko Stevilo

molekul MHC razreda II. Dendriti¢ne celice naj bi oblikovale za$¢itno bariero in bi lahko
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sodelovale pri imunskem odzivu ali celjenju rane. V imunskem odzivu na okuzbo niso dokazali
T pomagalke CD4+ in citotoksi¢ne celice T CD8+. Anderson in sodelavci so dokazali, da do
najvecje akumulacije dendriti¢nih celic in celic T pomagalk CD4+ pride v prvih osmih dneh po
okuzbi. Koncentracija celic T pomagalk CD4+ je najvecja v papilarni plasti dermisa. Celice T
CD8+ so opazili po celotnem dermisu in tudi v epidermisu blizu vdora virusa v kozo. Raziskave
o vlogi citotoksi¢nih celic T CD8+ pri okuzbah z virusom Orf kazejo, da celice sicer migrirajo
na mesto okuzbe, vendar so ujete pod ORFYV lezijami ter nimajo dostopa do celic, ki so okuzene
z virusom. Kljub prisotnosti citotoksi¢nih celic T CD8+ se je virus lahko repliciral ve¢ dni.

Limfociti B so bili omejeni na retikularno plast dermisa (79).

Dinamiko lokalnega imunskega odziva na okuzbo z ORFV so ugotavljali s preucevanjem celic
in topnih mediatorjev pri drenazi aferentne (dovodne) in eferentne (odvodne) limfe z mesta
okuzbe (80, 81). Pridobljena imunost na antigen, ki vstopi skozi kozo, se zacne v perifernih
bezgavkah. Preko aferentnih mezgovnic antigen predstavitvene celice (dendriti¢ne celice)
prenesejo antigen do bezgavk. Periferne bezgavke proizvedejo protitelo in citotoksi¢ne celice
T, ki potujejo po eferentnih mezgovnicah in migrirajo do mesta okuzbe. Hkrati limfociti T
migrirajo iz krvi do mesta okuZbe ter se aktivirajo. Studije, opravljene na ovcah, so pokazale,
da je lokalni imunski odziv na okuzbo z ORFV pri ponovno okuzenih zivalih predstavljal
dvofazni odziv limfati¢nih celic (celice T pomagalke CD4+ in citotoksi¢ne celice T CD8+,
limfociti B in dentriti¢ne celice) (81). Rezultati Studije kazejo, da je bila najvecja koncentracija
limfocitov T CD4" pri ponovno okuZenih ovcah v aferentni limfi in je dosegla vrhunec 4. in 12.
dan po okuzbi (82). Do podobnih spoznanj so priSli tudi pri spremljanju produkcije
granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajocega faktorja, interlevkina 1 (IL-1), IL-8, IL-2 in
interferona gama (IFN- y) v limfati¢nih celicah iz aferentne limfe, pridobljene ob razli¢nih
casovnih intervalih po okuzbi. Raziskava je prav tako pokazala, da se pri ponovno okuZenih
zivalih razvije moc¢nej$i imunski spomin ob izpostavitvi inaktiviranemu ORFV, kar je oblika
zakasnele oblike hipersenzitivnosti (70). Z analizo citokinov v ORFV okuZenem tkivu so
ugotovili, da gre predvsem za Th1 — citotoksi¢ni imunski odziv. Celice, ki so izlo¢ale dejavnika
tumorske nekroze alfa (TNF- a), so bile epidermalne celice, celice vaskularnega endotelija in
nekarakteristi¢ne celice z morfologijo limfocitov. Ob ponovni okuZzbi Zivali se je Stevilo teh

celic hitreje povecalo. Celice z ekspresijo mRNA za IFN-y so bile zaznane Sele ob ponovni
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okuzbi zivali. Studije opravljenih raziskav na ovcah kaZejo, da Zivali proizvedejo normalen
protivirusni imunski in vnetni odgovor na ORFV, ¢eprav se lahko ponovno okuzijo. Ob ponovni

okuzbi zivali je imunski spomin hitrejsi (79).

2.2.11 PatomorfoloSke in histopatoloSke znacilnosti sprememb, znacilnih za kuZni ektim

Patologija parapoksvirusnih okuzb pri sesalcih je naceloma omejena na epitelij in ustno
sluznico. Do vdora virusa obiCajno pride skozi poskodovano kozo, kjer se pojavijo tudi
spremembe v obliki pustul in krast (65, 83). Dokazov o sistemskem Sirjenju parapoksvirusov je
zelo malo (84). Pri ljudeh opisujejo, da so okuzbe s poksvirusi lahko omejene ali sistemske.
Potek okuZbe je odvisen od vrste gostitelja, tipa virusa in nacina vstopa virusa v telo. Ko virus
vstopi v telo, pride do replikacije v regionalnih bezgavkah, od koder se v obliki primarne
viremije razsiri v makrofagni sistem po vsem telesu. Replikacija v makrofagnem sistemu vodi

do sekundarne viremije ter pojava klini¢nih znakov bolezni (53).

Stopnje razvoja lezij pri parapoksvirusu potekajo v Sestih stopnjah: makule, papule, vezikule,
pustule, kraste in ozdravitev. Okuzba se zacne kot rdeina in oteklina na mestu, kjer je prislo
do inokulacije virusa in pojavom majhnih vezikul v 24 urah. Med razvojem bolezni se lezije
zaradi obsezne infiltracije nevtrofilnih granulocitov preoblikujejo v pustule. Kasneje se lahko
posamezne manjSe lezije zdruzijo v vecje ter tvorijo kraste. Pod krastami dermis postane
edematozen in proliferativen, kar daje lezijam granulomatozen videz. Pokanje in odstop krast
lahko privedeta do pojava krvavega izcedka. Do ozdravitve obicajno pride v Stirth do Sestih

tednih (85).

Pri okuzbah z ORFV pri ovcah in kozah lezije najpogosteje nastanejo okoli smrcka in ustne
votline (48, 84). ORFV lezije so obi¢ajno benigne, lahko pa do zapletov privedejo sekundarne
okuzbe z bakterijami ali glivami. Pri parapoksvisurnih okuzbah navadnega jelena se
spremembe obifajno pojavijo na smrcku in obrazu, poroc¢ajo pa tudi o lezijah na rogoviju,
prekritem z mahom. Okuzbe s parapoksvirusi imajo lahko pri teletih navadnega jelena bistveno
tezji potek. Lezije se lahko pojavijo tudi drugje po telesu in prekrijejo tudi med 60 in 90 %
telesne povrsine teleta (65). Na Finskem so pri severnem jelenu zabelezili erozije, papule,

pustule in ulkuse tudi v sami ustni votlini (62, 63).
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Benigne lezije se obicajno najprej pojavijo v okolici ustne votline in gobca ter se razsirijo na
ustno sluznico, jezik, ocesni veki, okoncine (svitek), vime pri samicah in kozi spolnih organov.
Razvoj poksvirusnih lezij je naslednji: (i) makule, (ii) papule, (iii) vezikule, (iv) pustule, (v)
kraste in (vi) brazgotine. Faza trajanja vezikul je relativno kratka pri kuznemu ektimu, klinicno
prevladujejo razjede s krastami. Mozne so lahko tudi sekundarne infekcije razjed z bakterijami
vrste Cochliomyia hominivorax, Fusobacterium necrophorum in Dermatophilus congolensis.
Redko se lezije razsirijo tudi na prebavni in respiratorni trakt, kjer povzrocijo gastroenteritis in

bronhopnevmonijo (69).

HistopatoloSko lahko opazimo epidermalno hiperplazijo, pri kateri epidermis v globino poSilja
podaljske, ki se med seboj povezujejo in oblikujejo mrezasto strukturo. Prisotni so lahko tudi
intraepidermalni mikroabscesi. V stratum spinosum epidermisa so keratinociti otekli
(hidropicna sprememba, balonska degeneracija) in vakuolizirani (multilokulirane
intraepidermalne vezikule, retikularna degeneracija). Debele kraste tvorijo ortokeratoti¢na in
parakeratoti¢na hiperkeratoza, beljakovinska tekocina, degenerirani nevtrofilci in bakterije.
Novo proliferirajoci keratinociti v zunanjem delu stratum spinosumu epidermisa predstavljajo
tar¢no skupino celic za okuzbo s parapoksvirusom. Bazofilna citoplazma v oteklih keratinocitih
sovpada s proliferacijo poliribosomov in replikacijo virusa. Bazofilna intracitoplazmatska
inkluzijska telesa lahko vidimo 36 ur po okuzbi. Po 72 urah lahko Ze opazimo keratinocite z
eozinofilnimi intracitoplazemskimi vkljucki, s piknotiénim jedrom, z izrazitimi hidropskimi
spremembami (balonska degeneracija) in velike multilokulirane intraepidermalne vezikule
(retikularna degeneracija). Priblizno 55 ur po okuzbi lahko v stratum basale epidermisa
opazimo S$tevilne mitoze. Tretji dan po okuZzbi je epitel 3—4-krat debelejsi. Pogosto lahko
opazimo tudi psevdokarcinomatozno hiperplazijo. V dermisu opazimo povrSinski edem,

vaskularno proliferacijo in dilatacijo ter perivaskularni mononuklearni infiltrat (69).

2.2.12 Diagnostika kuZnega ektima

Bolezen najpogosteje diagnosticiramo na podlagi izraZene klini¢ne slike pri prizadeti Zivali s
karakteristicnimi lezijami, patoanatomske preiskave in z doloanjem povzrocitelja.
Dokazovanje virusnih delcev povzrocitelja z elektronskim mikroskopom je nadomestila metoda

verizne reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR), s katero ugotavljamo
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prisotnost virusne DNA (86, 87). Za hitro detekcijo ORFV Tsai in sodelavci opisujejo tudi
uporabo metode zankasto izotermi¢no pomnozevanje (angl. loop mediated isothermal
amplification, LAMP assay) na podlagi oligonukleotidnih zacetnikov (88). Yirrel in sodelavci
opisujejo uporabo serumskih antigenskih testov za oceno celi¢ne imunosti okuzenih zivali,
vendar so ugotovili, da med prisotnostjo protiteles ni mo¢ne korelacije, na podlagi katere bi
bilo mogoce oceniti imunski status zivali (89). Prav tako nekateri avtorji opisujejo tudi uporabo
SNT kot metodo za ugotavljanje razsirjenosti okuzb s kuznim ektimom pri zivalih (12, 48, 90).
Nekateri avtorji opisujejo tudi uporabo encimskoimunskega testa (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) in agar gel imunodifuzijskega testa (angl. agar gel immuno-
diffusion test, AGID) za ugotavljanje protiteles proti parapoksvirusom pri prostozivecih zivalih

(91-93).

2.2.13 Kuzni ektim kot zoonoza

Kuzni ektim uvr§¢amo med zoonoze; zdravstvene tezave povzroci zlasti pri imunsko oslabelih
osebah s poskodbami na kozi (49, 55). OgroZene skupine ljudi so predvsem kmetje, veterinarji,
lovci, mesarji in osebe, ki delajo z obolelimi Zivalmi in okuzenim materialom (4, 49, 52). Kuzni
ektim ima velik zoonotski potencial, zato sta zelo pomembni ustrezna zas¢ita in higiena rok (4,
9, 10, 94, 95). V Sloveniji ni uradnih podatkov o okuZzbah s poksvirusi in parapoksvirusi. Po
podatkih InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani je vsako

leto potrjenih nekaj primerov okuzb s poksvirusi predvsem pri rejcih zivali (53).

2.3 PAPILOMAVIRUSI IN FIBROPAPILOMATOZA

2.3.1 Klasifikacija papilomavirusov

Papilomavirusi predstavljajo veliko skupino virusov, ki jih uvrS§¢amo v druZino
Papillomaviridae. Nadalje jih delimo v dve poddruzini: Firstpapillomavirinae in
Secondpapillomavirinae. Med Firstpapillomavirinae trenutno uvrs¢amo 52 rodov, medtem ko
med Secondpapillomavirinae uvrs€amo le en rod (19, 22, 96). Posamezni rodovi
papilomavirusov in predstavniki znotraj rodu imajo pogosto enake sorodne gostitelje, bioloske

lastnosti in povzrocajo podobna obolenja (96, 97).
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Znotraj posameznega rodu se papilomavirusi delijo na posamezne vrste. Trenutno je poznanih
vec kot 133 vrst posameznih papilomavirusov znotraj 52 rodov. Od papilomavirusov znotraj
razli¢nih vrst lahko pri¢akujemo, da bodo imeli enake ali sorodne gostitelje in podobne bioloske

lastnosti (96, 97).

Znotraj posamezne vrste se papilomavirusi delijo na posamezne genotipe, ki jih oznacujemo z
znanstvenim imenom gostitelja. Trenutno je klasificiranih priblizno 500 posameznih genotipov
papilomavirusov, vklju¢no s 175 genotipi pri zivalskih vrstah. Papilomavirusi so bili odkriti pri

prakti¢no vsaki preiskovani zivalski vrsti (96, 97).

Tradicionalna klasifikacija papilomavirusov temelji na podlagi skladnosti ali razlikovanja
celotnih nukleotidnih zaporedij gena L1 in topologije filogenetskih dreves. Virusi razli¢nih
poddruzin imajo manj kot 45 % podobnost v nukleotidnem zaporedju gena L1 in virusi razli¢nih
rodov manj kot 70 % podobnosti. Viruse, ki imajo manj kot 70-odstotno podobnost, uvrs¢amo
v razli¢ne vrste, ter viruse, ki imajo manj kot 90-odstotne podobnosti, v razli¢ne genotipe (23).
Kljub navidezno preprosti klasifikacijski shemi papilomavirusov se v praksi pogosto izkaze, da
se posamezni virusi prekrivajo med razlicnimi rodovi in vrstami, kar dodatno otezuje
klasifikacijo. V izogib tej teZavi se papilomavirusi naprej razvr§€ajo Se glede na vrsto gostitelja
in vrsto lezij, ki jih povzro€ajo pri tem gostitelju. Ker okuzba papilomavirusov poteka skozi
sluznico ali kozni epitel, v humani medicini ¢loveSke papilomaviruse (angl. human
papillomaviruses, HPV) delijo na sluzni¢ni ali kozni genotip. Kljub temu da papilomavirusi
izkazujejo podoben ali celo enak tropizem do koze in sluznice tudi pri zivalih, ta vrsta
klasifikacije v veterinarski medicini Se ni v uporabi (19, 96). V humani medicini papilomaviruse
klasificirajo tudi na podlagi verjetnosti, ali bo povzrocil rakavo obolenje ali ne — klasifikacija

FIGO (fra. Federation Internationale de Gynecologie et d'Obstetrique, FIGO) (98).

Trenutna klasifikacija vseh papilomavirusov temelji na primerjavi celotnih nukleotidnih

zaporedij gena L1.

Za potrebe doktorske naloge se bomo omejili le na rodova Deltapapilomavirus in

Epsilonpapillomavirus.
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2.3.1.1 Klasifikacija in filogenetska analiza predstavnikov rodu Deltapapilomavirus

Za predstavnike rodu Deltapapillomavirus je znacilno, da pri gostiteljih, ki spadajo v red
sodoprstih kopitarjev (Artiodoctyla), povzrocajo fibropapilomatozo. MoZen je tudi prenos med
posameznimi vrstami gostiteljev, kjer povzroca nastanek novotvorb na kozi, sarkoidov. Protein

ES5, ki se nahaja med poznim in zgodnjim podro¢jem, izraza transformirajoce lastnosti (96).

Danes v rod Deltapapillomavirus uvrs¢amo sedem vrst virusov, in sicer Deltapapillomavirus 1
(papilomavirus evropskega losa (Alces alces) — AaPV1 in papilomavirus severnega jelena
(Rangifer tarandus) — RtPV1), Deltapapillomavirus 2 (»deer papilomavirus« (DPV), izoliran
pri belorepem jelenu (Odocoileus virginianus) in mulastem jelenu (Odocoileus hemionus)),
Deltapapillomavirus 3 (papilomavirus ove — OPV1 in OPV2), Deltapapillomavirus 4
(papilomavirus goveda — BPV1 in BPV2), Deltapapillomavirus 5 (papilomavirus srne
(Capreolus capreolus) — CcPV1, papilomavirus enogrbe kamele (Camelus dromedarius) —
CdPV1 in CdPV2 in papilomavirus navadnega jelena (Cervus elaphus) — CePV1. OvPV1 in
AaPV1 obcasno povzrocata plju¢no fibromatozo. Papilomavirus, ki bolezen povzroca pri

navadnem jelenu, je zelo soroden virusu pri srni (96, 99).

Predstavniki rodu in njihova filogenetska analiza so povzeti v Tabeli 2 in Sliki 3.
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Tabela 2: Podatkovni izpis o predstavnikih rodu Deltapapillomavirus o vrsti, poimenovanju virusa, izolatu,
pristopni Stevilki, Stevilki referencne sekvence in kratici virusa (96)

Table 2: Data display of genus Deltapapillomavirus members including species, virus name, isolate, accession
number, reference sequence number, available sequence, and virus abbreviation (96)

. . . Stevilka ~ RazpoloZljivo .
Poimenovanj Pristopna « . Kratica
Vrsta . Izolat s referencne  nukleotidno .
e virusa Stevilka . virusa
sekvence zaporedje
Alces alces
Deltapapillomavirus 1 M15953 NC_001524 Celotni genom AaPV1
papillomavirus 1
. . Rangifer tarandus .
Deltapapillomavirus 1 . . AF443292 Celotni genom RtPV1
papillomavirus 1
Odocoileus
Deltapapillomavirus 2 virginianus M11910 NC 001523 Celotni genom OvPV1
papillomavirus 1
Deltapapillomavirus 3 szs — U83594 NC 001789 Celotni genom 0OaPV1
papillomavirus 1 -
Deltapapillomavirus 3 Ovis aries U83595 Celotni genom 0aPV2
papillomavirus 2
Deltapapillomavirus 4 et X02346 NC_001522 Celotni genom BPVI
papillomavirus 1
. . Bos taurus .
Deltapapillomavirus 4 papillomavirus 13 JQ798171 Celotni genom BPVI13
, . Bos grunniens .
Deltapapillomavirus 4 Ty QH-1 JX174437 Celotni genom BgPV1
Deltapapillomavirus 4 Bos taurus CGKnose 1 KP276343 Celotni genom BPV14
papillomavirus 14
Deltapapillomavirus 4 Eos taur.us M20219 Celotni genom BPV2
papillomavirus 2
Capreolus
Deltapapillomavirus 5 capreolus EF680235 NC 011051 Celotni genom CcaPV1
papillomavirus 1
Deltapapillomavirus 5 e DE1641-14  KT626573 Celotni genom RalPV1
papillomavirus 1
Camelus
Deltapapillomavirus 6 dromedarius HQ912790 NC_015267 Celotni genom CdPVl1
papillomavirus 1
Camelus
Deltapapillomavirus 6 dromedarius HQ912791 Celotni genom CdPCV2
papillomavirus 2
Giraffa
Deltapapillomavirus 7 camelopardalis GC2011 KX954132 NC _039036 Celotni genom GcPV1

papillomavirus 1
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10 @ AF443292 Rangifer tarandus papillomavirus 1 Deltapapillomavirus 1
E{_L:. M15953 Alces alces papillomavirus 1 I
) b—————® M11910 Odocoileus virginianus papillomavirus 1 Deltapapillomavirug 2
100 O KT626573 Rusa alfredi papillomavirus 1 , :
- O EF680235 Capreolus capreolus papillomavirus 1 I CaRpaRBammaS
w0 — @ UA3585 Ovis aries papillomavirus 2 ,
L @ UB3594 Ovis aries papillomavirus 1 l Deltapepilomavirus 3

-~ @ M20219 Bos taurus papillomavirus 2
@ X02346 Bos taurus papillomavirus 1 Deltapapiliomavirus 4
—— @ JX174437 Bos grunniens papillomavirus 1
@ KP276343 Bos taurus papillomavirus 14
O KX954132 Giraffa camalopardalis papillomavirus 1 Deltapapillomavirus 7
@ HQ912790 Camelus dromedarius papillomavirus 1
@ HQ912791 Camelus dromedarius papillomavirus 2 I Dekapapillomavirus &

—mﬁ. JOT98171 Bos taurus papillomavirus 13
]
100

Slika 3: Filogenetsko drevo predstavnikov rodu Deltapapillomavirus. Nukleotidna zaporedja E1, E2, L2 in L1
343 izolatov papiloma virusa, vkljuéno s predstavniki vseh vrst in rodov iz druzine Papillomaviridae, so bila
poravnana kot aminokislinska zaporedja z uporabo program MUSCLE v7.221 (100). JModeltest2 (101) je bil
uporabljen za dolo¢itev optimalnega evolucijskega modela (GTR + I + G) za zdruzena nukleotidna zaporedja. Za
dolocitev najvecje verjetnosti evolucijske poti (angl. maximum likelihood, ML) je bil ustvarjen z uporabo RAXML
MPI v8.2.9 (102), ki je uporabil model substitucije GTR. Po izdelavi filogenetskega drevesa je bilo izolirano
poddrevo, ki ustreza rodu Deltapapillomavirus. Konice vej so oznacene z imeni virusov in s pristopno Stevilko;
vozli§€a so oznacena z vrednostjo metode vezanja (96).

Figure 3: Phylogenetic tree of members of the genus Deltapapillomavirus. The E1, E2, L2, and L1 nucleotide
sequences of 343 papillomavirus isolates including representatives of all species and genera within the
Papillomaviridae family were aligned as amino acid sequences using MUSCLE v7.221 (100). JModeltest2 (101)
was used to determine the optimal model of evolution (GTR + I + G) for the concatenated nucleotide sequences.
Maximum likelihood (ML) trees were constructed using RAXML MPI v8.2.9 (102) implementing the GTR
substitution model. ML bootstrap analysis used the autoMRE-based stopping criterion in RAXML MPI v8.2.9.
Following tree construction, the subtree corresponding to the genus Deltapapillomavirus was isolated. Tips are
labelled with virus names and accession numbers; nodes are labelled with bootstrap support values (96).

2.3.1.2 Klasifikacija in filogenetska analiza predstavnikov rodu Epsilonpapillomavirus

Za predstavnike rodu Epsilonpapillomavirus so znacilne okuzbe, povezane z nastankom koznih

papilomov pri kopitarjih (96). Predstavniki rodu so povzeti v Tabeli 3.
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Tabela 3: Podatkovni izpis o predstavnikih rodu Epsilonpapillomavirus o vrsti, poimenovanju virusa, izolatu,
pristopni Stevilki, Stevilki referencne sekvence in kratici virusa (96)

Table 3: Data display of genus Epsilonpapillomavirus members including species, virus name, isolate, accession
number, reference sequence number, available sequence, and virus abbreviation (96)

Stevilka  RazpoloZljivo

Poimenovanje Pristopna Kratica
Vrsta Izolat referen¢ne  nukleotidno
virusa Stevilka . virusa
sekvence zaporedje
Epsilonpapillomavirus 1 Bos taurus AF457465 NC_004195 Celotni genom BPV5

papillomavirus 5

. . . Bos taurus .
Epsilonpapillomavirus 1 el BAPV1 DQ098913 Celotni genom BPVS

Cervus elaphus

Epsilonpapillomavirus 2 papillomavirus |

BernieDPV KU350625 NC_030151 Celotni genom CePV1

2.3.2 Zgradba, genom in replikacija papilomavirusov

Papilomavirusi so velika skupina virusov z obsezno genetsko raznolikostjo. Do danes so opisali
112 zivalskih PV genomov, vklju¢no z genomi virusov, ki so bili izolirani pri cervidnih vrstah
in ki jih uvrS§€amo v rod Deltapapillomavirus (17). Prvo in edino karakterizacijo CcPV-1 so
opravili Erdélyi in sodelavci, ki so prvi pokazali povezavo povzrocitelja z nastankom
fibropapilomatoze pri srni (103). Scagliarini in sodelavci so bili prvi, ki so objavili celotni

genom PV (CePV-1) pri navadnem jelenu, pri katerem so bili izraZeni klini¢ni znaki (22).

PV so okrogli DNA virusi brez ovojnice, premera 45-55 nm. Virusna kapsida je zgrajena 1z
360 kopij proteina L1, ki so razporejene v 72 pentamer, in priblizno 12 kopij proteina L2. Vsaka
kapsida vsebuje eno kopijo virusne DNA. Uvr§¢amo jih v skupino virusov z dvojnovijaénim
DNA s kroznim genomom (6.800-8.400 bp), ki kodirajo dva strukturna proteina in osem
nestrukturnih, velikosti od 7 do 73 kDa (3, 19, 22, 23, 96, 97, 104-109).

DolZina genomov posameznih papilomavirusov se prav tako razlikuje in znaSa od 5.748 do
8.607 bp. Odvisno od posameznega tipa papilomavirusa genom kodira 6-9 proteinov. DNA PV
se deli na: (i) zgodnje podroc¢je E (angl. early); (ii) pozno podrocje L (angl. late) in (iii)
nekodirajoce regulatorno podroc¢je LCR (angl. long control region). Zgodnje in pozno podrocje
sestavlja do 10 odprtih bralnih okvirjev (angl. open reading frame, ORF) oziroma genov.

Proteini E so nestrukturni proteini, ki imajo pomembno regulatorno in replikacijsko vlogo.
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Protein E1 je virusna DNA helikaza in odgovorna za odvijanje dvovijaéne DNA. Glavna naloga
proteina E2 je nadzor nad replikacijskim ciklom virusa. Replikacija papilomavirusov je zelo
podobno koordinirana z replikacijo in diferenciacijo epitelnih celic. Pomembno vlogo imajo
tudi proteini ES, E6 in E7, ki spremenijo regulacijo epitelnih celic in povecajo replikacijski
potencial papilomavirusov. Ker omenjeni proteini povzrocijo celicno diferenciacijo in lahko
posledi¢no zaradi tega pride do neoplasti¢ne transformacije celic, jih pogosto imenujemo tudi
»virusni onkoproteini«. Pri veliki ve¢ini papilomavirusov protein E7 najpomembneje vpliva na
regulacijo celic epitela. Domnevno E4 predstavlja pozne strukturne proteine in se veze na
specificne strukture citoskeleta. Nekodirajoce podro¢je LCR se nahaja med genoma L1 in E6

(96).

Do vdora papilomavirusov v organizem pride skozi poskodovano kozo ali sluznico. Virus se
razmnozuje predvsem v jedru epitelnih celic koze in sluznice (110, 111). Za virus BPV so
dovzetne predvsem bazalne celice vecvrstnega ploscatega epitela (111). Kljucno vlogo pri
vezavi virusa na gostiteljsko celico naj bi imeli heparan-sulfatni protoglikani (HSPG) na bazalni
membrani in povrsini epitelnih celic (110, 111). Na zacetni stopnji okuzbe se virus veze na
celi¢ne receptorje ter s pomocjo endocitoze vstopi v celico. V lizosomu virus potuje do jedra
celice, kjer se nato virusna kapsida odpre ter strukturni proteini L2 prenesejo virusno DNA v
jedra bazalnih celic. Virusni genom se podvaja v bazalnih celicah. Do slacenja virusa pride v
citoplazmi celice, nato sledi vstop virusne DNA v jedro celice. Najprej pride do transkripcije
na eni verigi DNA, kjer se prepiSejo zgodnji geni v mRNA. Po translaciji nastanejo zgodnji
proteini. V bazalnih celicah koZe poteka razmnoZevanje virusne nukleinske kisline, tvorba
kapsidnih proteinov pa poteka v diferenciranih keratocitih. Virusno pomnozevanje je odvisno
od diferenciacije celic koze. Prepisovanje virusnega genoma delimo na zgodnjo in pozno fazo.
V celi¢nem jedru poteka prepis s polimerazo RNA II. V zgodnji fazi pride do prepisa enega
dela verige DNA, v pozni fazi pa Se prepisa drugega dela verige. Novonastala molekula mRNA
se razcepi na veliki in mali fragment T. Proteinska molekula, nastala iz fragmenta T mRNA, se
veze s celi€nimi proteini p53 in Rb, kar omogoci celicam vstop v fazo S. Protein p53 se veze
na verigo DNA in prekine sintezo mRNA. Sledi podvojevanje virusne DNA. Sledita prepis
poznih mRNA ter sinteza proteinov L1 in L2. Proteini se akumulirajo v jedru celic. V casu
celine proliferacije nekateri virusni proteini spodbujajo celico k stalnemu podvajanju in

posledi¢no nastane sloj celic, ki vsebujejo virusno DNA. Ker je izraZanje virusnih beljakovin v
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tem ¢asu omejeno, virus ni izpostavljen imunskemu sistemu oziroma ne pride do imunskega
odgovora okuZene Zivali. Sinteza virusnih proteinov in zorenje virusa potekata v keratocitih.

Prve klini¢no opazne spremembe se pojavijo Stiri do Sest tednov po okuzbi (111) (Slika 4).
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Slika 4: Shematicni prikaz delov epitela, kjer poteka razmnozevanje in sestavljanje govejega papilomavirusa (111)

Figure 4: Schematic representation of the parts of the epithelium layers where replication and assembly of bovine
papillomavirus takes place (111)

2.3.3 Vplivi okolja na papilomaviruse

Papilomavirusi so odporni na razli¢ne vplive okolja in na lipidna topila, detergente ter nizek
pH. Razmeroma dobro so odporni tudi na vro¢ino in suSenje. V okolju izven gostitelja lahko
prezivijo dolocen €as, ki pa ni znan. Unicita jih ultravijoli¢na svetloba in visoka temperatura

(96).



44
J. Kmetec: Ugotavljanje in molekularna opredelitev virusov Orf ... ter papilomavirusov ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

2.3.4 Inkubacijska doba in klini¢na slika fibropapilomatoze

Po okuzbi se spremembe pojavijo v dveh do treh tednih. Karfijolaste in gobaste spremembe po
kozi so naklju¢no razporejene po vsem telesu, pogosteje se pojavljajo okoli o¢i, po vratu, obrazu
in prednjih okoncinah, izjemoma pa spremembe najdemo tudi na notranjih organih (18, 21, 99).
Pojavijo se lahko posamicno ali jih je ve€ ter so razli¢nih oblik in velikosti; njihov premer je
lahko tudi do 17 centimetrov (99). Pogosto so kozni tumorji tudi pigmentirani. Obolele Zivali
obicajno niso prizadete, razen Ce so tumorji izjemno veliki ali ko so razporejeni tako, da
povzrocajo tezave pri vidu, hranjenju ali gibanju zivali. Okuzba je obicajno samoomejujoca. Po
priblizno dveh mesecih ali v nekaterih primerih tudi po ve¢ letih v 75 do 85 % pride do regresije
novotvorb in razvoja imunosti pred ponovnimi okuzbami (21, 99, 108). V redkih primerih se
lahko iz benignih tumorjev koze razvijejo plos€atocelicni karcinom, adenoskvamozni karcinom

ali karcinom lojnic, ki posledi¢no povzrocijo pogin zivali (18).

2.3.5 Patomorfoloske in histopatoloSke znacilnosti sprememb, znaclilnih za

fibropapilomatozo

Deltapapilomavirusi so skoraj izklju¢no omejeni na ploscati epitelij in vezivno tkivo koze.
Razen pljucne fibromatoze virusi ne povzrocajo sprememb v drugih organih (99).
Patomorfoloske spremembe obicajno zajemajo gobaste, pecljate in okrogle ter temno
pigmentirane tvorbe. Pri manjSih spremembah je povrSina gladka, pri ve¢jih pa pogosto
erodirana in vedno brezdlacna, medtem ko je notranjost Cvrste konsistence in slaninastega
videza (belkasto sive barve). Histopatoloska preiskava pokaze, da je glavna masa tumorja
locirana v retikularni plasti koZe. Tumor sestavljajo skupine proliferajocih fibroblastov,
lociranih v kompaktni masi kolagenih vlaken. V epidermisu so opazni znaki zadebelitve
vecskladnega ploScatega epitela, ki se v niZje leZe€e vezivo $iri z dolgimi in ozkimi med seboj
povezanimi izrastki. Opazni sta tudi parakeratoza in hiperkeratoza (18). Na mestu vstopa v koZo
virus namre¢ povzro¢i spremembo v delovanju epitelnih bazalnih celic v vrhnjici koze
(epidermis), kar se kasneje prenese na njeno zrnato plast (stratum granulosum). Citoplazma

povecanih keratinocitov in jedra so vakuolizirana (99).
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2.3.6 Imunski odziv Zivali na okuZzbo s papilomavirusi

Imunski odgovor na okuzbo z BPV pri govedu je v primerjavi z ve€ino preostalih virusov
nenavadno slab in pocasen, kar nakazuje na to, da so BPV evolucijsko dodobra razvili ustrezne
mehanizme, s katerimi se uspesno izmikajo imunskemu odgovoru. Titer protiteles proti BPV je
zelo nizek ali sploh nezaznaven kljub prisotnosti klinicno zaznavnih neoplasti¢nih sprememb,
ki aktivno proizvajajo visoke titre virusa. Slaba humoralna imunost velja za vse vrste BPV, ne
glede na genotip ali mesto vdora virusa v organizem. Vzrok za slab imunski odziv gostitelja na
vdor virusa je, da je replikacija virusa omejena na epitel, kjer virus ne pride v stik s celicami
imunskega sistema. Pri paSnih zivalih z ulceriranimi in s krvavecimi neoplasti¢nimi
spremembami so ugotovili vi§je titre protiteles proti BPV kot pri drugih okuzenih Zivalih, kar
potrjuje, da virusni antigeni pridejo v stik z imunskimi celicami le, ¢e je fibropapilom
poskodovan ali zaradi drugega nepoznanega vzroka (112). V eksperimentalnih razmerah so pri
nekaterih zivalih v poznejSih fazah okuzbe opazili Sibek odziv limfocitov T in B na kapsidne
proteine in protein E7 (113, 114). Podoben kronoloski potek humoralne in celicne imunosti so
opazili tudi pri ljudeh s HPV, kar dodatno potrjuje nezmoznost gostiteljskega imunskega odziva
na zgoden in u¢inkovit imunski odgovor (115). Med regresijo fibropapilomov BPV-4 pride do
akumulacije aktiviranih limfocitov v dermisu pod fibropapilomom. Pod epitelom pride do
akumulacije limfocitov CD4+, medtem ko v bazalnem sloju in keratinocitih prevladujejo
limfociti CD8+ (116). Vloga posameznih podtipov limfocitov pri regresiji fibropapilomov Se
ni pojasnjena. Podobno distribucijo limfocitov CD4+ in CD8+ so opazili tudi pri ljudeh z
genitalnimi bradavicami, ki jih povzro¢a HPV (115). Ceprav je imunski odziv na okuzbo s
in dolgotrajen imunski odziv. To spoznanje je privedlo tudi do razvoja prvih cepiv pri Zivalih

(112).

2.3.7 Diagnostika fibropapilomatoze

Za diagnostiko fibropapilomatoze najpogosteje zadoS¢ajo znacilni klini¢ni znaki,
patoanatomska in histopatoloSka preiskava (18). Papilomavirusov ne moremo rutinsko
namnoziti na in vitro tkivni kulturi. Diagnosti¢ne metode so zato usmerjene k dokazovanju

virusne DNA ali antigena pri osebkih s prisotnimi kliniénimi znaki ali tkivnih vzorcih. Za
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dokazovanje papilomavirusov pri cervidnih vrstah se najpogosteje uporablja metoda PCR za
dokazovanje virusne DNA. Za ugotavljanje novih vrst papilomavirusov in za dolocanje
nukleotidnih zaporedij celotnih genomov se lahko uporablja tudi metoda kroznega
pomnozevanja (angl. rolling-circle amplification, RCA) (99). In situ lahko virusno DNA ali
antigen v epitelu koznega tumorja dokazemo z DNA hibridizacijo ali imunohistokemijo (3). Za

hitro diagnostiko povzrocitelja se lahko uporabi tudi elektronsko mikroskopiranje (117).

2.3.8 Geografska razsirjenost fibropapilomatoze pri prostozZivecih cervidnih vrstah

Fibropapilomatoza se pojavlja po celem svetu, pri srnah in jelenih se pojavlja v Evropi in
Severni Ameriki (18, 21, 99). Najbolj poznan in najbolj razsirjen je DPV, ki lahko povzroca
kozno in pljucno fibromatozo pri belorepem jelenu in mulastem jelenu. Fibropapilomi so bili
ugotovljeni tudi pri drugih vrstah, kot so severni jelen, navadni jelen, srna in los. Bolezen pri
srni pogosteje prizadene starejSe zivali, medtem ko pri navadnem in belorepem jelenu prizadene
predvsem mlajSe zivali. Papilomavirusi so epiteliotropni, visoko tkivno in gostiteljsko
specifi¢ni in se redko prenasajo med vrstami (18, 99, 108). Ceprav naj bi bili PV strogo vrstno
specifini, pa so opisani primeri, pri katerih je prislo do navzkrizne okuzbe (106, 118—121).
Leta 2016 so dokazali navzkrizno okuzbo z BPV tipa 1 in 2 (rod Xipapillomavirus) pri
navidezno zdravem navadnem jelenu. Do preskoka je lahko prislo samostojno ali v kombinaciji
z Deltapapillomavirus tipa 1 in 2. To dokazuje, da je navadni jelen lahko potencialni rezervoar
za papilomaviruse in posledi¢no lahko pride tudi do okuzb domacih preZvekovalcev, ¢e pride
z njimi v stik (20). S staliS¢a mle€ne in mesne proizvodnje ima to lahko negativne ekonomske
posledice po celem svetu (121). Munday in sodelavci poro¢ajo o primeru okuzbe navadnega

jelena s papilomavirusom CePV-2 iz rodu Epsilonpapillomavirus na Novi Zelandiji (107).

Vecina PV iz rodu Deltapapillomavius je vrstno specifi¢nih (20, 103, 105-107, 118, 121-123).
Prenos virusa Se ni popolnoma znan, verjetno gre za stik okuZene Zivali z Zivaljo, ki ima
poskodovano kozo, ali za prenos ob stiku poskodovane koze z okuzenim materialom. Virusni
delci morajo prodreti skozi zgornje plasti epidermisa, da pride do okuzbe. Domnevno tudi
naravni vedenjski vzorci Zivali, kot so zbiranje in zadrzevanje v ¢redi, markiranje z rogovjem
ter boji med samci, pripomorejo k virusnemu Sirjenju. To domnevo podpirajo tipi¢ne lokacije

sprememb na kozi, kot so glava, vrat, okon¢ine in podro¢je trebuha. V epidemiologiji
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fibropapilomatoze pri navadnem jelenu in srni naj bi morda pomembno vlogo vektorjev imeli

tudi ¢lenonozci (npr. krvosesne zuzelke), vendar ta hipoteza Se ni dokon¢no potrjena (99).

Podatki o incidenci in karakteristiki papilomavirusov pri srni in navadnem jelenu so redki in
skopi. Okuzbe s PV pri srni (CcPV1) se pojavljajo endemsko na Madzarskem, v Avstriji,
Hrvaski (3) in na Slovaskem (16). Kocsner poroca, da se prevalenca PV okuzb na endemi¢nih
podrogjih giblje med 0,20 in 1,1 % (124). O Sirjenju fibropapilomatoze pri srni porocajo iz vseh

drzav, kjer so bolezen ugotovili (3, 16).

O sporadiénih primerih fibropapilomatoze pri navadnem jelenu poro¢ajo iz Spanije, Francije,

Anglije, Avstrije (104) in Italije (22, 99). Bolezen je prisotna tudi v Sloveniji (14).

2.3.9 Ukrepi in nadzor nad boleznijo pri srnah in jelenih

Nadzor nad boleznijo prostozivecih jelenov in srn se ne izvaja (14). Selektivni odstrel Zivali z
vidnimi spremembami na kozi in zmanjSevanje gostote dovzetnih zivali se lahko izvajata kot
pomozna ukrepa, vendar je rezultat negotov. Izdelava cepiva iz sprememb in njegova uporaba
pri okuZenih jelenih sta mozen ukrep pri gojenem jelenu. Ker so virusi vrstno specifi¢ni, ne

predstavljajo nevarnosti za cloveka (14, 99).

2.4 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE IN BIOINFORMATSKA
ANALIZA

2.4.1 Sekvenciranje naslednje generacije

Sekvenciranje naslednje generacije (angl. next-generation sequencing, NGS) je tehnologija, ki
omogoc¢a masovno in vzporedno doloCanje nukleotidnega zaporedja fragmentov DNA
(sekvenciranje) (125-127). NGS se uporablja v razli¢ne diagnosti¢ne in raziskovalne namene,
kot so sekvenciranje genoma, eksoma, transkriptoma, dolo¢anje metilacijskega profila DNA ter
za namen tarénega sekvenciranja (128, 129). Tehnologijo NGS delimo na: (i) sekvenciranje
druge generacije, kjer sekvenciramo kratke, klonalno namnozene fragmente DNA, ter (if)
sekvenciranje tretje generacije, kjer sekvenciramo posamezne dolge fragmente DNA (130).

Rezultate NGS obdelamo s pomocjo posebnih bioinformatskih programov, ki jih izberemo
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glede na namen raziskave, aplikativnost, usposobljenost raziskovalca in racunalniske
infrastrukture (131, 132). Glavni kriteriji izbora NGS metode so: (i) vrsta vzorca, (if) globina
sekvenciranja (kolikokrat bo dolocen fragment DNA prebran med sekvenciranjem), (iii)
priprava vzorca za sekvenciranje in (iv) izbire na¢ina sekvenciranja (kratki ali dolgi fragmenti)

(126, 130, 133).
2.4.1.1 Sekvenciranje druge generacije

Tehnologija sekvenciranja druge generacije nam omogoca masovno vzporedno sekvenciranje
kratkih (100-500 bp), klonalno namnozenih fragmentov DNA. Za klonalno namnoZzevanje
fragmentov uporabljamo metodo PCR. Vse tehnologije NGS druge generacije so sestavljene
iz: (i) priprave knjiznice DNA; (if) pomnoZevanja knjiZnice in nastajanja klonalnih skupkov ter
(7ii) masivnega paralelnega sekvenciranja (126). Obstaja vec¢ razliénih platform za
sekvenciranje druge generacije, kot so Roche 454 (F. Hoffmann-La Roche, Svica), Illumina
(Illumina, ZDA), SOLiD (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in Ion Torrent (Thermo Fisher
Scientific, ZDA) (134). Trenutno vodilni tehnologiji na trziScu sta [llumina in Ion Torrent. Ker
obe temeljita na sekvenciranju DNA z DNA polimerazo, ju oznacujemo kot sekvenciranje s
sintezo. Illumina in Ion Torrent imata na voljo ve¢ razli¢nih sistemov za sekvenciranje oziroma

sekvenatorjev glede na namen dela in raziskovanja. Obe tehnologiji sta zanesljivi in cenovno

sprejemljivi (126, 134).
2.4.1.2 Priprava knjiznice za NGS

Priprava knjiZnice predstavlja klju¢ni korak pri sekvenciranju druge generacije. Knjiznica
predstavlja nabor kratkih, klonalno namnozenih fragmentov DNA (insertov), ki imajo na
vsakem koncu DNA vezan oligonukleotid z znanim zaporedjem (adapter). Adapterja
omogocata vezavo mati¢ne DNA na trdno povrsino in vezavo DNA — polimeraze na mati¢no
DNA. K adapterjema je obi¢ajno prikljucen Se en oligonukleotid z znanim zaporedjem (angl.

barcode) (127).

2.4.1.3 Tehnologija [llumina

[llumina uporablja tehnologijo klonalne pomnoZzitve DNA knjiZnice preko mostickov (angl.

bridge amplification) ter sekvenciranje s sintezo. Omogoca sekvenciranje kratkih fragmentov
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DNA med 75 in 300 bp. Na povrsini pretocne celice (angl. flow cell) se nahajata dve vrsti
oligonukleotidov. Vsaka matricna DNA vsebuje zaporedje nukleotidov, ki ustreza tocno enemu
od zacetnih oligonukleotidov na preto¢ni celici. Na njenem nasprotnem koncu je zaporedje, ki
je drugemu zacetnemu oligonukleotidu na pretocni celici obratno komplementarno. Na
pretocno celico se hibridizirajo le tisti konci DNA, ki so komplementarni pritrjenim
oligonukleotidom. Do pomnozevanja DNA pride s pomocjo encimov in reagentov, ki po
kanalckih pritecejo v pretocno celico. DNA polimeraza sprozi podaljSevanje oligonukleotidov
ter tako nastane obratno komplementarna kopija originalne matrice. Ta se pritrdi na povrsino
pretocne celice, originalna matrica se odplakne. Vsak prosti konec na novo nastale pritrjene
verige DNA je komplementaren drugemu zacetnemu oligonukleotidu na pretocni celici in se
lahko nanj hibridizira. Polimeraza zacne podaljSevati oligonukleotid in nastane produkt, ki ima
dve vijacnici. Ta produkt nato denaturiramo, da nastaneta dve loCeni verigi, ki ponovno
hibridizirata na pritrjene oligonukleotide. Postopek se ponavlja in posledi¢no nastanejo skupki
po priblizno 1.000 kopij DNA. Kopije izvirajo iz ene same originalne matrice in jih zato
poimenujemo kot klonalne (135, 136). Skupki so matrica, pri katerith se uporabljajo
fluorescentno oznaceni deoksinukleotidi z reverzibilno vezanim zakljuénim zaporedjem
(terminatorjem). To omogoCi, da se na zaporedje, ki ga dolo¢amo, veze samo en
komplementaren nukleotid. Laserji vzbudijo fluorofor na vgrajenem nukleotidu in ga po
prehodu svetlobe skozi ve¢ filtrov prepoznajo. Sekvenciranje se ponavlja v ciklih. Tehnologija
[llumina omogoca sekvenciranje fragmentov DNA z enega konca (angl. single-read
sequencing) in sekvenciranje fragmentov z obeh koncev (angl. paired-end sequening). Sledi

analiza odc¢itkov s pomocjo bioinformtskih programov (136—-138).

2.4.1.4 Tehnologija Ion Torrent

Tehnologija Ion Torrent omogoca sekvenciranje kratkih fragmentov DNA (100-600 bp).
Temelji na klonalnem namnoZzevanju fragmentov DNA z emPCR, ki poteka na povrSini
nanokroglic (angl. lon Sphere Particles). Nanokroglice se nanese na povrsino polprevodnega
¢ipa z jamicami na nacin, da ima vsaka jamica po eno kroglico. Sledi postopno sekvenciranje
vzorcev, ki temelji na zaznavanju spremembe pH, do katere pride zaradi sprostitve vodikovega
protona. Polprevodni ¢ip spremembo pH pretvori v direktno kemic¢no informacijo dodanih

nukleotidov (A, C, T, G). Ob vsakem ciklu sekvenciranja k matri¢ni DNA dodajamo posamicne
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nativne deoksinukleotide iste identitete. Sledita spiranje nevgrajenih deoksinukleotidov ter
dodatek novih. Ce je v matri¢ni verigi DNA niz enakih nukleotidov, se vgradijo vsi
komplementarni deoksinukleotidi, kar povzro¢i ve¢jo spremembo elektricne napetosti.
Prednost tehnologije Ion Torrent je, da ni potreben detektor za zaznavanje fluorescence, kar

pomeni hitrejsi postopek, manjSo velikost platforme ter nizje stroske (134, 137, 139).

2.4.2 Bioinformatska analiza

Bioinformatika je relativno mlada disciplina, ki zdruzuje matematiko, informatiko in biologijo
ter sluzi kot orodje za reSevanje raziskovalnih bioloskih vpraSanj. Bistvene komponente
bioinformatike predstavljajo: razvoj programske opreme in algoritmov ter analiza in
interpretacija bioloskih podatkov. Za bioinformatsko analizo potrebujemo ustrezno
racunalnisko znanje ter poznavanje razli¢nih racunalniskih jezikov. Danes je na spletu dostopna
ogromna koli¢ina podatkovnih baz ter bioinformatskih orodij, ki so raziskovalcem v pomoc¢ pri
njihovem vsakdanjem delu. Podatkovne baze lahko v osnovi razdelimo v dve kategoriji:
primarne in sekundarne. Primarne podatkovne baze hranijo originalne podatke o sekvencah.
Sem spadajo podatkovne baze, kot so NCBI GenBank, Evropski laboratorij za molekularno
biologijo (angl. European Molecular Biology Laboratory, EMBL) in DNA podatkovna banka
Japonske (angl. DNA databank of Japan, DDBJ). Sekundarne podatkovne baze vsebujejo
sekvence, ki izvirajo iz podatkov primarnih podatkovnih baz. Primeri takS$nih baz so PROSITE,
PRINTS and InterPro. NaStete sekundarne baze vsebujejo podatke o sekven¢nih vzorcih in

razli¢nih druZinah beljakovin (140).

Skupaj z napredkom NGS tehnologij se je razvila tudi bioinformatika, ki ponuja razli¢ne
moznosti vrednotenja in obdelave pridobljenih podatkov. Na voljo sta dva razli¢na pristopa
sestavljanja nukleotidnih zaporedij; eden je prileganje od¢itkov na referencno zaporedje, drugi
pa je sestavljanje odc¢itkov de novo. Prileganje od¢itkov na referenno zaporedje se uporablja
za genome z Ze obstojeCo sekvenco ali za genom, podoben genomu drugega organizma, ki pa
Ze ima sestavljeno sekvenco ter ga lahko uporabimo kot referencni genom. Metoda de novo se
uporablja za nove genome, ki predhodno niso bili sekvencirani in niso podobni genomom, ki
so ze bili sekvencirani (132, 141, 142). Na kvaliteto sekvenc lahko vplivajo artefakti v

zaporedju, kot so napacna identifikacija vgrajenega nukleotida, od¢itki slabSe kvalitete, indel-i
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ter kontaminacija z adapterji. S pomocjo bioinformatskih programov in orodji lahko filtriramo
in odstranimo te odc¢itke, ki bi lahko zmotili nadaljnjo obdelavo in analizo (143). Pred uporabo
bioinformatskih programov za sestavljanje odc¢itkov je pomembno, da poznamo dolzino
zaporedij, ki jih orodja za anotacijo potrebujejo za identifikacijo genskih regij ali taksonomsko

razvrstitev (132, 141, 142).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1. VZORCI

3.1.1 Vzorci gamsov s klini¢no potrjeno sliko kuZnega ektima

Za dolo¢anje nukleotidnega zaporedja celotnih genomov virusov Orf pri gamsih smo v
raziskavo vkljucili vzorca dveh gamsov s klini¢no sliko kuznega ektima iz leta 2013 in 2017,
pri katerih so z metodo PCR predhodno ze dokazali prisotnost virusov Orf (Tabela 4; primera

pod zaporednima Stevilkama 6 in 7).

V okviru preiskave arhivskih podatkov smo v raziskavo vkljuéili Se pet vzorcev iz razlicnih
casovnih obdobij (Tabela 4; primeri pod zaporednimi Stevilkami 1, 2, 3, 4 in 5), ki so bili
zabeleZeni in opisani v arhivu Indtituta za patologijo, divjad, ribe in &ebele (IPDRC) na
Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani (VF). Vzorci so bili odvzeti na IPDRC pri truplih,
ki izhajajo iz rednega letnega odvzema ali izrednega odvzema iz narave izven lovne dobe zaradi
prisotnih klini¢no znakov bolezni po odredbi lovskega inSpektorja. Lokacije odvzetih Zivali iz
narave, ki so bile vzor€ene, so prikazane na Sliki 5a in Sliki Sb. Starost gamsov so dolo¢ili
lovci oziroma lovska komisija na podlagi prirastnih kolobarjev rogljev. Nadaljnje preiskave
smo izvajali na InStitutu za mikrobiologijo in parazitologijo na Veterinarski fakulteti Univerze

v Ljubljani.
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Tabela 4: Podatki o vzorcih, vklju€enih v doktorsko nalogo, s klini¢no sliko kuznega ektima

Table 4: Data of samples with clinical picture of contagious ecthyma included in the doctoral dissertation

Zivlpm:edna Vzorec Leto Zivalska Spol  Starost Lovisce
Stevilka vrsta
1. 201/01 2001 Avadni o e 4 LD
gams mesece Soca
2. 100/06 2006 "avadni o ee lleto P
gams Gorica
3. 65/07 2007 PAvadni a8 TNP
gams mesecev
37/11 .
4. PP 2011 navadni samica 1 leto LD
653/11 gams Bovec
40/11 navadni ) LPN
> PP688/11 2011 gams samec 2 leti Kozorog
82/13 navadni LD
6. PP758/13 2013 gams samec Tlet Soca
12/17 navadni . 6
7. PP193/17 2017 gams SAMICE  esecev NP

V raziskavo smo vkljucili 40 vzorcev serumov gamsov za dolo¢anje protiteles proti virusu Orf
s SNT za ugotavljanje razSirjenost okuzbe z virusom Orf pri gamsih brez klini¢no izraZene
slike. Vzorci so bili odvzeti pri rednem letnem odvzemu (Tabela S in Slika Sc ter Slika 5d) ter
dostavljeni znotraj 24 ur na izpostave Nacionalnega veterinarskega inStituta Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani ali IPDRC. Vzorce so pobrali lovci, ki so bili predhodno

izobraZeni in opremljeni s sterilnimi kompleti za vzorcenje.
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Slika 5: Geografske lokacije vzorcev, vkljucenih v doktorsko raziskavo (A — vzorca (§t. 6 in 7) z dolocenim
nukleotidnim zaporedjem celotnega genoma (¢rni krog); B — vzorci (§t. 1, 2 in 3) s patoanatomsko in histopatolosko
preiskavo (¢rn krog) ter vzorci ($t. 4 in 5) s patoanatomsko, histopatolosko in z molekularno (PCR) preiskavo (rde¢
kvadrat); C — vzorci serumov 2018 (¢rn krog); D — vzorci serumov 2019 (¢rn krog).

Figure 5: Geographical locations of samples included in the doctoral dissertation (A — samples (Nos. 6 and 7) with
determined nucleotide sequence of the whole genome (black circle); B — samples (Nos. 1, 2 and 3) with
pathoanatomical and histopathological examination (black circle) and samples (Nos. 4 and 5) with
pathoanatomical, histopathological and molecular (PCR) examination (red square); C — serum samples 2018 (black
circle; D — serum samples 2019 (black circle).
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Tabela 5: Podatki o vzorcih serumov gamsov, ki smo jih uporabili za SNT

Table 5: Data of serum samples of chamois used for SNT

Leto Mesec Lovisce Spol Starost (v letih)
2018 avgust LPN Prodi Razor samec 6

2018 avgust TNP Mojstrana samec 1

2018 avgust LD Bled samica 1

2018 september LD Bohinjska Bela samec manj kot 1 leto
2018 september LD Pohorje samica 5

2018 september LPN Prodi Razor samec 1

2018 september TNP Mojstrana samec manj kot 1 leto
2018 september LPN Prodi Razor samec 6

2018 september LPN Prodi Razor samica manj kot 1 leto
2018 oktober LPN Kozorog samec 1

2018 november LPN Kozorog samica 2

2018 november LD Ruse samec 2

2018 november LPN Pohorje samica 6

2018 november LPN Pohorje samec manj kot 1 leto
2018 november LPN Kozorog samec manj kot 1 leto
2018 november LD Kobarid samec 3

2018 november LPN Pohorje samica 1

2018 november LD Ruse samica 2

2018 november LPN Kozorog samica 2

2018 november LD Bled samec 2

2018 december LD Kobarid samica 2

2018 november TNP Mojstrana samec manj kot 1 leto
2018 januar LPN Prodi Razor samec 2

2018 januar LD Volce samec manj kot 1 leto
2018 Jjanuar LD Volce samica manj kot 1 leto
2018 avgust TNP Mojstrana samec 2

2018 november LD Ruse samica 1

2018 december LD Ljubinj samec 3

2019 oktober LD Poljane samec 2

2019 oktober LD Poljane samica 9

2019 oktober LD Poljane samec 2

2019 oktober LD Poljane samica manj kot 1 leto
2019 oktober LD Poljane samec 3

2019 november LD Poljane samec manj kot 1 leto
2019 december LD Poljane samec 8

2019 december LD Poljane samec 1

2019 december LD Cezsoca samec 9

2019 avgust LD Cezsoca samec 1

2019 avgust LD Cezsoca samec 2

2019 avgust LD Cezsoca samec 2
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3.1.2 Vzorci srn in jelena s klini¢no potrjeno sliko fibropapilomatoze

Za dolocanje nukleotidnega zaporedja celotnih genomov papilomavirusov pri srnah in jelenu
smo v raziskavo vkljucili Sest vzorcev srn in en vzorec navadnega jelena z izrazeno klini¢no
sliko fibropapilomatoze (Tabela 6; primeri pod zaporednimi Stevilkami 9 do 15). Vzorci so bili
odvzeti med letoma 2014 in 2016 pri rednem letnem odvzemu ali pri izrednem odvzemu iz

narave zaradi prisotnih klini¢nih znakov bolezni po odredbi lovskega inSpektorja (Slika 6).

V okviru preiskave arhivskih podatkov smo v raziskavo vkljucili §e sedem vzorcev srn in en
vzorec jelena iz razlicnih casovnih obdobij (Tabela 6; primeri pod zaporednimi Stevilkami 1,

2,3,4,5,6,7in8).

Zivalska vrsta, starost, spol in leto odvzema vzorca so predstavljeni v Tabeli 6. Oceno starosti
uplenjenih parkljarjev so dolocili na podlagi izraS¢enosti in obrabljenosti zobovja. Starost je
potrdila tudi pooblas¢ena komisija lovcev med obveznim letnim preverjanjem uplenjenih
parkljarjev (144). Trupla vseh uplenjenih srn in neoplasti¢éno spremembo pri navadnem jelenu
so lovci poslali na nadaljnje diagnosti¢ne preiskave na IPDRC ter Institut za mikrobiologijo in

parazitologijo VF, kjer so izvedli raztelesbo in pri nekaterih vzorcih histopatolosko preiskavo.
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Tabela 6: Podatki o vzorcih, vklju€enih v doktorsko nalogo, s klini¢no sliko fibropapilomatoze

Table 6: Data of samples with fibropapillomatosis included in doctoral dissertation

szlpm:edna Vzorec  Leto Zivalska Starost  Spol Lovisce
Stevilka vrsta
67/98 LD
L. PP859/98 1998 sta 4 leta samec Kostanjevica
147/00 ) ) LD Veliki
2. PP171/00 2000 srna 2 leti samica Podlog
195/03 ) 7 LPN
3. PP1015/03 2003 jelen mesecev samec Medved
34/07
4, PP558/07 2007 srna 1 leto  samica LD Psata
58/08 5
5. PP800/08 2008 srna 8 let samec LD Sentjur
31/10 .
6. PP466/10 2010  sma SN imica Lb
zival Ivanjkovci
34/11
7. PP667/11 2011 srna 1 leto  samica LD Raka
8. 54/12 2012 srna 4leta  samica LPN Fazan
9. 37/14 2014 srna 2 leti samec LD Domzale
10. 63/15 2015 srna 6 let samica LD.
Brezovica
84/14 )
11. PP 1/15 2014 srna 3 leta samec LD Videm
31/16
12. PP765/16 2016 srna 6 let samec LPN Fazan
32/16
13. PP777/16 2016 srna 3 leta samec LD Globoko
103/16 ) )
14. PP2205/16 2016 srna 5 let samica LD Videm
64/16 ) ) LD Velike
15. PP1568/16 2016  jelen 1 leto  samica Lagée
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Slika 6: Geografske lokacije srn in navadnih jelenov s fibropapilomatozo. Vzorci s patoanatomsko in
histopatolosko preiskavo (srna — ¢rn kvadrat; jelen — z rdeco obrobljen ¢rn kvadrat), vzorci s patoanatomsko,
histopatolosko in z molekularno (PCR) preiskavo (srna — rdeca zvezda), vzorci s patoanatomsko preiskavo (srna
¢rn trikotnik), vzorci s patoanatomsko in molekularno (PCR+NGS) preiskavo (srna — rde¢ krog), vzorci s
patoanatomsko, histopatolosko in z molekularno (PCR+NGS) preiskavo (srna — rde¢ kvadrat; jelen — s ¢rno
obrobljen rde¢ kvadrat).

Figure 6: Geographical locations of roe deer and red deer with fibropapillomatosis. Samples with pathoanatomical
and histopathological examination (roe deer - black square; red deer - with red bordered black square), samples
with pathoanatomical, histopathological and molecular (PCR) examination (roe deer - red star), samples with
pathoanatomical examination (roe deer - black triangle) samples with pathoanatomical and molecular (PCR +
NGS) examination (roe deer - red circle), samples with pathoanatomical, histopathological molecular (PCR +
NGS) examination (roe deer - red square; red deer - with black bordered red square).
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3.2 POKSVIRUSI IN KUZNI EKTIM

3.2.1 Dolocanje protiteles proti virusu Orf s serum nevtralizacijskim testom

Za ugotavljanje prisotnosti protiteles proti virusu Orf pri gamsih smo uporabili SNT, v katerega
smo vkljucili 40 vzorcev serumov gamsov. [z zamrznjenih suspenzij virusa smo v gojiscu za
celice pripravili delovno razred¢ino. Vzorce serumov smo inaktivirali pri temperaturi 56 °C za
30 minut. Virusni titer smo dolocili s predhodno titracijo na celi¢ni kulturi. V 96-jami¢ne
mikroplo$¢e smo odpipetrirali po 25 pul gojisca za celice. V prvo jamico smo odpipetirali 25 ul
preiskovanega seruma in prenasali po 25 pl iz jamice v jamico, da smo dobili razred¢ine od 1 :
2 do 1 :1024. V vse jamice smo dodali po 25 ul delovne razred¢ine virusa (25 TCIDso) in
mikroplos¢o 1 uro inkubirali pri temperaturi 37 °C. V vse jamice smo dodali po 50 pl suspenzije
tripsinizirane celine linije Turbinal Bovine 89-307/27. V SNT smo vkljucili kontrolo celic in

kontrolo titra delovne razred¢ine virusa. Inkubacija je trajala 7 dni pri temperaturi 37 °C.

3.2.2 Sekvenciranje celotnih genomov virusov Orf z metodo NGS

S tehnologijo Illumina smo sekvencirali dva genoma izolatov virusov Orf (Tabela 4; primera

pod zaporednima Stevilkama 6 in 7).

3.2.2.1 Priprava tkivnih suspenzij in izolacija virusa na celi¢ni kulturi

Vzorci tkiv so bili do izvedbe preiskav ustrezno shranjeni pri temperaturi —70 °C. Pripravili smo
suspenzije tkivnih vzorcev, in sicer smo 1 cm? tkiva dodali 9 ml reagenta RPMI medium 1640
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). Suspenzije smo homogenizirali in centrifugirali pri 2000 g
10 min. Izvedli smo izolacijo virusa na celini kulturi. Na 24 ur star sloj celicne kulture TB na
96-jamicni mikrotitrski plos¢i za celi¢ne kulture smo odpipetirali 50 pl tkivnega supernatanta.
PomnoZevanje virusa smo dolocili na podlagi nastanka citopatskega ucinka (CPE). Po 48 urah,

ko je bil CPE priblizno 80 %, smo celice zamrznili.
3.2.2.2 Izolacija genomske DNA virusnih izolatov

Supernatant celi¢cne kulture smo uporabili za izolacijo genomske DNA z uporabo DNeasy

Blood & Tissue Kit (Qiagen, Nemcija) v skladu z navodili proizvajalca. Prisotnost virusne
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DNA v supernatantu celi¢ne kulture smo potrdili z metodo PCR z zacetnimi oligonukloetidi
ORF 045F (5' CCT ACT TCT CGG AGT TCA GC 3') in ORF 024R (5' GCA GCA CTT CTC
CTC GTA G 3") z uporabo protokola, ki ga opisuje Kottaridi s sodelavci (145). Produkte PCR
smo analizirali z elektroforezo v 1,8-odstotnem agaroznem gelu. Vsebnost genomske DNA smo
dolo¢ili s fluorimetrom Qubit™ 3.0 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in z uporabo kompleta
kemikalij Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih

proizvajalca.

3.2.2.3 Sekvenciranje s tehnologijo Illumina

Sekvenciranje s tehnologijo Illumina so izvedli v sekvencijskem centru Source BioScience
(Nottingham, ZdruZeno kraljestvo). Genomsko DNA so mehansko fragmentirali z
ultrasonikatorjem Bioruptor (Diagenode, Belgija) in s kompletom NEBNext Ultra II DNA
library prep kit (New England Biolabs, ZDA) pripravili knjiznice NGS. Na aparaturi
Bioanalyzer 2100 (Agilent, ZDA) so izvedli nadzor kakovosti knjiznic in s fluorimetrom
Qubit™ 3.0 izmerili koncentracijo knjiznic. Sekvenciranje knjiznic z obeh koncev (2 x 150 bp)

so izvedli na sistemu NextSeq 500 (Illumina, ZDA).

3.2.2.4 Bioinformatska obdelava podatkov NGS

Za bioinformatske analize smo uporabili razli¢na orodja, ki so dostopna znotraj programske

opreme Geneious Prime (Biomatters Ltd., Nova Zelandija).

3.2.2.5 Nadzor kakovosti od¢itkov

Za bioinformatsko analizo smo uporabili od¢itke (angl. reads) v formatu FASTQ. Z orodjem
BBDuk v. 38.37 (146) smo najprej odstranili od¢itke ali dele od¢itkov slabe kakovosti (vrednost
Phred ali vrednost Q < 20) in ostanke adapterjev ter kot najkrajSo dolzino od¢itka dolocili 35

nt.

3.2.2.6 Sestavljanje genomov virusov Orf

Za sestavljanje genomov virusov Orf smo uporabili prileganje od¢itkov na referen¢ni genom in
sestavljanje od¢itkov de novo. Odcitke smo sestavljali de novo z uporabo orodja SPAdes

v3.13.0 in pri tem uporabili parametra -careful in -k 21,33,55,67,77 (147). Za prileganje
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odcitkov na referencni genom smo uporabili orodje Geneious Read Mapper (148) s privzetimi
parametri in pri tem kot referen¢ni genom uporabili genom virusa Orf s pristopno Stevilko

AY386263.

3.2.2.7 Vrednotenje sestavljanja genomov virusov Orf in anotacija genomov

Pravilnost sestavljenih zaporedij smo ovrednotili tako, da smo na sestavljena zaporedja
genomov poravnali izhodiS¢ne od¢itke, pri ¢emer so morala biti pokrita vsa mesta posameznega
zaporedja. Na podlagi teh poravnav smo dolo€ili tudi povprecno pokritost posameznega
sestavljenega zaporedja. Sestavljenim genomom smo dolocili vsebnost posameznih baz. Nato
smo v posameznem sestavljenem genomu dolocili zaporedje genov (anotacija). Zaporedja
genov smo dolo¢ili s pristopom prenosa anotacij. Najprej smo dolocili odprte bralne okvire s
programsko opremo Geneious Prime (149), nato smo zaporedja sestavljenih genomov s
programom MAFFT v.7.450 (150) poravnali z zaporedji genomov, dostopnih v podatkovni
zbirki NCBI GenBank, jih primerjali med seboj in prenesli relevantne anotacije z ve¢ kot 45-

odstotno podobnostjo.

3.2.2.8 Poravnave nukleotidnih zaporedij genomov virusov Orf in analiza raznolikosti

Za analizo raznolikosti celotnih genomov smo nukleotidna zaporedja sestavljenih genomov Orf
(ORFV 82/13 in ORFV 12/17) in genomov, pridobljenih iz podatkovne zbirke NCBI GenBank
(Tabela 7), poravnali s programom MAFFT v.7.450 (150). Na podlagi poravnave smo dolo¢ili
odstotek identi¢nosti med posameznimi novo sestavljenimi genomi in med novo sestavljenimi

genomi ter genomi, pridobljenimi iz podatkovne zbirke NCBI GenBank.

3.2.2.9 Filogenetske analize

Za filogenetske analize smo uporabili gene osrednje regije (od gena 009 do 101) in gene
terminalne regije (od gena 102 do 134) virusov Orf, kot so Ze opisali Li in sodelavci (151). 1z
podatkovne zbirke NCBI GenBank smo pridobili vse dostopne genome virusov ov¢jih in kozjih
sevov Orf (Tabela 7). Virusa govejih psevdoosepnic in govejega pustularnega stomatitisa smo
uporabili kot zunanjo skupino sekvenc. Najprej smo nukleotidna zaporedja genov vseh virusnih
genomov, ki smo jih uporabili za filogenetske primerjave, izvozili, jih zdruZili in s programom

MAFFT v.7.450 (150) izvedli poravnave nukleotidnih zaporedij. Nato smo s programom
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MEGA v.7.0.21 z uporabo metode zdruzevanja sosedov (angl. Neighbor-Joining) (152) ter
evolucijskim modelom Tajima-Nei (151) izdelali filogenetska drevesa. Z metodo
samovzorcenja (angl. bootstrapping) s 1000 ponovitvami smo ocenili zanesljivost filogenetskih

dreves.

Tabela 7: Pregled virusnih sevov, pridobljenih iz podatkovne zbirke NCBI GenBank, uporabljenih za analizo
raznolikosti in filogenetsko analizo virusov Orf pri gamsu

Table 7: An overview of all viral isolates used for phylogenetic analysis of Orf virus in chamois

Pristopna anaka Leto izolacije Velikost genoma Drzava o e
Yhacd virusnega . . Gostitelj
Stevilka seva virusnega seva (bp) izvora

KP010354 GO 2018 139.866 Kitajska koza

KP010353 YX 2015 138.231 Kitajska koza

KP010355 NP 2015 132.111 Kitajska koza

KP010356 Sl 2015 139.112 Kitajska koza

koza

AY386264 OV-SA00 2004 139.962 ZDA

MG712417 SY17 2016 140.413 Kitajska ovea

KF234407 NAL/11 2015 137.080 Kitajska ovea

DQI184476 NZ2 2006 137.820 Nova ovea

Zelandija
¢lovek *
(prenos

KF837136 B029 1996 134.104 Neméija okuzbe z

ovce)

AY386263 OVIAS2 2004 137.241 ZDA ovea

* Virus je bil izoliran pri ¢loveku, vendar gre za ov¢ji sev, saj se je ¢lovek okuzil od ove (153). V nadaljevanju
besedila smo sev opredelili kot ov¢ji sev.

* The virus was isolated in human but nevertheless it is a sheep stain since a human got infected from a sheep
(153). In the following text, we defined this strain as a sheep strain.
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3.3 PAPILOMAVIRUSI IN FIBROPAPILOMATOZA

3.3.1 Sekvenciranje celotnih genomov papilomavirusov z metodo NGS

S tehnologijo Ion Torrent smo sekvencirali 7 genomov papilomavirusov (Tabela 6; primeri pod

zaporednimi Stevilkami 9 do 15).

3.3.1.1 Izolacija genomske DNA iz vzorcev tkiv

Vzorci tkiv so bili do izvedbe preiskav ustrezno shranjeni pri temperaturi —70 °C. Za pripravo
suspenzij tkivnih vzorcev smo 1 cm? tkiva dodali 9 ml reagenta RPMI medium 1640 (Thermo
Fisher Scientific, ZDA). Suspenzije smo homogenizirali in centrifugirali pri 2000 g 10 min.
Supernatant smo uporabili za izolacijo genomske DNA z uporabo komercialnega kompleta

kemikalij DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Nem¢ija) v skladu z navodili proizvajalca.

3.3.1.2 Sekvenciranje s tehnologijo Ion Torrent

Sekvenciranje smo izvedli na InStitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani. Protokol od fragmentacije DNA do sekvenciranja smo povzeli
po Presernovi nalogi, v kateri ga opisuje Civnik (154). V nadaljevanju je opisan le povzetek
protokola. Najprej smo izvedli fragmentacijo izolirane genomske DNA z aparaturo Covaris®
M220 Focused-ultrasonicator™ (Covaris, ZDA). Uporabili smo parametre, ki omogocajo
pripravo fragmentov, velikosti 400 bp. Fragmenirano DNA smo ocistili in koncentrirali z
magnetnimi kroglicami Agencourt AMPure XP Beads (Beckman Coulter, ZDA) ter jo uporabili
za pripravo knjiznice NGS. Za popravilo koncev ter vezavo adapterjev in ¢rtnih kod smo po
navodilih proizvajalca uporabili komplet reagentov GeneRead™ DNA Library L Prep Kit
(Qiagen, Nemcija). Za €iscenje v postopku priprave knjiznic NGS in za izbiro fragmentov
zelene velikosti smo uporabili magnetne kroglice Agencourt AMPure XP Beads (Beckman
Coulter, ZDA). Koncentracijo knjiznic smo opredelili s kompletom QIAseq Library Quant
AssayKit (Qiagen, Nemcija) ter fluorometrom Qubit 3.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
ZDA) po navodilih proizvajalcev. Knjiznice smo red¢ili do koncentracije 25 pM in vezali na
kroglice Ton Sphere Particles (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Obogatitev polnih kroglic

(kroglic z matricno DNA) in klonalno namnoZitev knjiZnic na povrSini kroglic smo izvedli na
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aparaturah Ion OneTouch ES (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in Ion OneTouch 2 (Thermo
Fisher Scientific, ZDA) s pomo¢jo reagentov Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit (Thermo
Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca. Knjiznice smo nanesli na ¢ip Ion 318 Chip
v2 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in jih sekvencirali na platformi lon PGM™ (Thermo Fisher
Scientific, ZDA). Pri tem smo uporabili komplet Ion PGM™ Hi-Q™ ViewSequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific, ZDA).

3.3.1.3 Bioinformatska obdelava podatkov NGS

Za bioinformatske analize smo uporabili razli¢na orodja, ki so dostopna znotraj programske

opreme Geneious Prime (Biomatters Ltd., Nova Zelandija).

3.3.1.4 Nadzor kakovosti od¢itkov

Kvaliteto pridobljenih ocitkov smo ocenili s programskim orodjem Ion Torrent Suite v.5.6.0.
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). Za bioinformatsko analizo smo uporabili od¢itke (angl.
reads) v formatu FASTQ. Z orodjem BBDuk v. 38.37 (146) smo najprej odstranili od¢itke ali
dele odcitkov slabe kakovosti (vrednost Phred ali vrednost Q < 20) in ostanke adapterjev ter

kot najkrajSo dolzino od¢itka dolo¢ili 35 nt.

3.3.1.5 Sestavljanje genomov papilomavirusov

Za sestavljanje genomov papilomavirusov smo uporabili prileganje od¢itkov na referencni
genom. Uporabili smo orodje Geneious s privzetimi parametri in pri tem kot referenc¢ni genom

uporabili genoma papilomavirusov s pristopnima Stevilkama NC 011051 in JQ74428.

3.3.1.6 Vrednotenje sestavljanja genomov papilomavirusov in anotacija genomov

Pravilnost sestavljenih zaporedij smo ovrednotili tako, da smo na sestavljena zaporedja
genomov poravnali izhodiS¢ne odcitke, pri ¢emer so morala biti pokrita vsa mesta posameznega
zaporedja. Na podlagi teh poravnav smo dolocili tudi povprecno pokritost posameznega
sestavljenega zaporedja. Sestavljenim genomom smo dolocili vsebnost posameznih baz. Nato
smo v posameznem sestavljenem genomu dolocili zaporedje genov (anotacija). Zaporedja
genov smo dolocili s pristopom prenosa anotacij. Najprej smo dolocili odprte bralne okvire s

programsko opremo Geneious Prime, nato smo zaporedja sestavljenih genomov s programom
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MAFFT v.7.450 (150) poravnali z zaporedji genomov CcaPV1 in CePV1 in jih primerjali med

seboj ter prenesli relevantne anotacije z vec kot 90-odstotno podobnostjo.

3.3.1.7 Poravnava nukleotidnih zaporedij genomov papilomavirusov in analiza raznolikosti

Za analizo raznolikosti celotnih genomov smo nukleotidna zaporedja sestavljenih genomov in
genomov iz podatkovne zbirke NCBI GenBank CcaPV1 (NC 011051) ter CePV1 (JQ744282
in MN985322) poravnali s programom MAFFT v.7.450 (150). Na podlagi poravnave smo
dolocili odstotek identi¢nosti med posameznimi novo sestavljenimi genomi in med novo

sestavljenimi genomi ter genomi CcaPV1 (NC _011051) in CePV1 (JQ744282 in MN985322).

3.3.1.8 Filogenetske analize

Za potrebe filogenetske primerjave smo iz podatkovne zbirke NCBI GenBank pridobili genome
virusov rodu Deltapapillomavirus. HPV smo uporabili kot zunanjo skupino sekvenc. Najprej
smo izvozili nukleotidna zaporedja genov E1, E2, L1 in L2 vseh virusnih genomov, ki smo jih
uporabili za filogenetske primerjave, jih zdruzili in s programom MAFFT v.7.450 (150) izvedli
poravnave nukleotidnih zaporedij. Filogenetsko drevo smo izdelali s programom MEGA
v.7.0.21 z uporabo metode zdruzevanja sosedov (angl. Neighbor-Joining) (152) ter z
evolucijskim modelom Tamura 3 s parametrom gama (T92 + G) (155). Z metodo
samovzorcenja (angl. bootstrapping) s 1000 ponovitvami smo ocenili zanesljivost filogenetskih

dreves.

3.3.2 Doloc¢anje prisotnosti virusne DNA z metodo PCR v arhivskih vzorcih

Genomsko DNA iz arhivskih vzorcev (parafinske rezine) smo izolirali po postopku, opisanem
v poglavju »3.3.1.1 Izolacija genomske DNA iz vzorcev tkiv«. Za doloCanje prisotnosti
nukleinske kisline papilomavirusov smo uporabili PCR z zafetnimi oligonukleotidi CanPV{
(5' CTT CCT GAW CCT AAY MAK TTT GC 3') in FAP64 (5' CCW ATA TCW VHC ATI
TCI CCA TC 3") z uporabo protokola, ki ga opisujejo Forslund s sodelavci ter Lange in
sodelavci (156, 157). Produkte PCR smo analizirali z elektroforezo v 1,8-odstotnem agaroznem

gelu.
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4 REZULTATI

4.1 Poksvirusi in kuzni ektim

4.1.1 Patoanatomska preiskava

Analiza podatkov patoanatomske preiskave je bila opravljena pri vseh sedmih zivalih z izrazeno
klini¢no sliko, ki smo jih preiskovali v nalogi. Spremembe in ugotovitve patoanatomskih
preiskav so bile med seboj zelo podobne, zato v nadaljevanju opisujemo le spremembe, ki se

nana$ajo na vzorca 82/13 in 12/17 (Tabela 4; vzorca pod zaporednima Stevilkama 6 in 7).

Pri raztelesbi gamsov so bile ugotovljene proliferativne, brezdlacne, temno pigmentirane kozne
spremembe okoli o¢i, na smrcku ter na distalnih delih okon¢in. Spremembe so bile pretezno v
obliki papul, pustul, razjed in krast. Zival je bila mo¢no shirana. V prebavnem in respiratornem

traktu ni bilo vidnih patoloskih sprememb (Slika 7).
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Slika 7: Patoanatomska preiskava gamsov. (A in B) Proliferativne, brezdlacne, temno pigmentirane kozne
spremembe na smrcku in okoli o€i. (C in D) Klini¢ni znaki kuznega ektima, prisotni v sami ustni votlini obolele
zivali. (E) Klini¢ni znaki, prisotni na proksimalnem delu okoncine in prsnega kosa. (F) Kozne spremembe na
distalnem delu prednje okonéine (svitek) (Vir: IPDRC, avtorja: Gorazd Vengust in Diana Zele Vengust).

Figure 7: Pathoanatomical examination of chamoises (A and B) Proliferative, hairless, dark pigmented skin
lesions on the muzzle and around the eyes. (C and D) Clinical signs of contagious ecthyma present in the oral
cavity of the infected animal. (E) Clinical signs present on the proximal limb and thorax. (F) Skin lesions on the
distal part of the limb (coronary border) (Source: IPDRC, authors: Gorazd Vengust and Diana Zele Vengust).
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4.1.2 Histopatoloska preiskava

Analiza podatkov histopatoloskih preiskav je bila opravljena pri Stirih Zivalih z izrazeno
klini¢no sliko, ki smo jih preiskovali v nalogi (Tabela 10; primeri pod zaporednimi Stevilkami
4 do 7). Pri arhivskih vzorcih med letoma 2001 in 2007 (Tabela 10; primeri pod zaporednima
Stevilkama 1 do 3) histopatoloska preiskava ni bila opravljena. Spremembe in ugotovitve
histopatoloSke preiskave so bile med seboj zelo podobne, zato v nadaljevanju opisujemo le
spremembe, ki se nanaSajo na vzorca Stevilka 82/13 (PP758/13) in 12/17 (PP193/17) (Tabela

4; vzorca pod zaporednima Stevilkama 6 in 7).

S histopatolosko preiskavo sprememb so bila ugotovljena razli¢no velika podro¢ja zmerno do
moc¢no iregularno hiperplastiénega in mocno parakeratotitno ali ortokeratoti¢no
hiperplasti¢nega epitela. Ponekod so spremembe pokrite s serocelularno krasto, zgrajeno iz
degeneriranih nevtrofilnih granulocitov, eozinofilnega eksudata in keratina. Multifokalno so v
epidermisu majhna do zmerno velika podro¢ja balonske degeneracije epitelnih celic in podrocja
s Stevilnimi keratohialinimi granulami (Slika 8). Multifokalno so v povrSinskih plasteh
epidermisa majhne pustule, mo¢no napolnjene z nevtrofilnimi granulociti. PovrSinski in srednji
dermis v opisanih podrocjih sta zmerno do gosto infiltrirana predvsem z limfociti, makrofagi
in s posameznimi nevtrofilnimi granulociti, ponekod je povrSinski dermis blago do zmerno

edematozen.

Slika 8: Histopatoloska slika kuZnega ektima pri gamsu. (A) Zmerno iregularno hiperplasticen ter mocno
parakeratoti¢no in ortokeratoti¢no hiperkeratoti¢en epidermis. (B) Balonska degeneracija keratinocitov. PovrSinski
dermis je gosto infiltriran predvsem z limfociti in makrofagi.

Figure 8: Histopathologic findings of contagious ecthyma in chamois. (A) Moderate epidermal hyperplasia and
marked orthokeratotic and parakeratotic hyperkeratosis. (B) Ballooning degeneration of keratinocytes. Dense
infiltration of superficial dermis with lymphocytes and macrophages.
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4.1.3 Serum nevtralizacijski test za virus Orf

Pregledali smo 40 vzorcev serumov gamsov na prisotnost protiteles proti virusu Orf. Rezultate
smo ocenjevali glede na prisotnost CPE pod svetlobnim mikroskopom. Protitelesa v vzorcu
seruma so prisotna, ¢e na sloju celic ne opazimo CPE oziroma ¢e je 100 % celicnega sloja
intaktnega, ne glede na razred¢ino seruma. Ce na sloju celic opazimo CPE, to nakazuje na
odsotnost protiteles v vzorcu seruma in rezultat se interpretira kot negativen (Slika 9). Od 40
vzorcev, ki smo jih vkljucili v SNT, je bilo 38 vzorcev negativnih na prisotnost protiteles proti

virusu Orf. Pri dveh vzorcih rezultatov testa nismo mogli od¢itati zaradi citotoksi¢nega ucinka

vzorca seruma na celiéno kulturo. Rezultati celotnega SNT so prikazani v Tabeli 8.

Slika 9: Primer rezultata pridobljenega serum nevtralizacijskega testa. (A) Citopatski ucinek na celi¢no kulturo.
(B) Negativna kontrola celic.

Figure 9: Example of the result obtained with serum virus neutralization assay. Cytopathogenic effect in a cell
culture. (B) Negative cell control.
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Tabela 8: Rezultati SNT vzorcev serumov gamsov na prisotnost protiteles proti virusu Orf

Table 8: Results of SNT of chamois samples against virus Orf antibodies

Leto Mesec Lovisce Spol Starost (v letih) Rezultat SNT
2018 avgust LPN Prodi Razor samec 6 neg.
2018 avgust TNP Mojstrana samec 1 neg.
2018 avgust LD Bled samica 1 neg.
2018 september LD Bohinjska Bela samec manj kot 1 leto neg.
2018 september LD Pohorje samica 5 neg.
2018 september LPN Prodi Razor samec 1 neg.
2018 september TNP Mojstrana samec manj kot 1 leto neg.
2018 september LPN Prodi Razor samec 6 neg.
2018 september LPN Prodi Razor samica manj kot 1 leto neg.
2018 oktober LPN Kozorog samec 1 neg.
2018 november LPN Kozorog samica 2 neg.
2018 november LD Ruse samec 2 neg.
2018 november LPN Pohorje samica 6 01tot3ks1cen
ucinek
2018 november LPN Pohorje samec manj kot 1 leto neg.
2018 november LPN Kozorog samec manj kot 1 leto neg.
2018 november LD Kobarid samec 3 neg.
2018 november LPN Pohorje samica 1 neg.
2018 november LD Ruse samica 2 mtotgkswen
ucinek

2018 november LPN Kozorog samica 2 neg.
2018 november LD Bled samec 2 neg.
2018 december LD Kobarid samica 2 neg.
2018 november TNP Mojstrana samec manj kot 1 leto neg.
2018 januar LPN Prodi Razor samec 2 neg.
2018 januar LD Volce samec manj kot 1 leto neg.
2018 januar LD Volce samica manj kot 1 leto neg.
2018 avgust TNP Mojstrana samec 2 neg.
2018 november LD Ruse samica 1 neg.
2018 december LD Ljubinj samec 3 neg.
2019 oktober LD Poljane samec 2 neg.
2019 oktober LD Poljane samica 9 neg.
2019 oktober LD Poljane samec 2 neg.
2019 oktober LD Poljane samica manj kot 1 leto neg.
2019 oktober LD Poljane samec 3 neg.
2019 november LD Poljane samec manj kot 1 leto neg.
2019 december LD Poljane samec 8 neg.
2019 december LD Poljane samec 1 neg.
2019 december LD Cezso¢a samec 9 neg.
2019 avgust LD Cezsoda samec 1 neg.
2019 avgust LD Cezsoda samec 2 neg.
2019 avgust LD Cezsoda samec 2 neg.
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4.1.4 Sekvenciranje celotnih genomov in genomska analiza

S tehnologijo Illumina smo dolocili skoraj celotno nukleotidno zaporedje genomov (angl.
nearly complete genome) dveh izolatov virusov Orf pri gamsih (ORFV 82/13 in ORFV 12/17)

s celovito opravljeno diagnostiko (patoanatomska in histopatoloska preiskava, PCR ter NGS).

Nukleotidnih zaporedij obeh skrajnih koncev genomov nismo uspeli dolociti. Rezultati NGS in
rezultati sestavljanja odCitkov za dolocitev celotnih genomov so predstavljeni v Tabeli 9.
Nukleotidni zaporedji obeh preiskovanih genomov v formatu GenBank so na voljo preko
internetne povezave: ORFV 12/17
(https://drive.google.com/file/d/1WTHhM6boFrrqFjJhPzZXOFZASLPqON8Yu/view) in ORFV
82/13 (https://drive.google.com/file/d/170F9Ic2DHYjSk7qFTuDhCqH-51C54IDU/view).

Tabela 9: Rezultati sekvenciranja celotnih ORFV genomov in statisti¢ni povzetek o od¢itkih

Table 9: Results of the whole-genome sequencing of ORFV genomes and assembly statistics

Povprecna dolzina

Virusni izolat  Stevilo vseh odgitkov Stevilo odcitkov, ki so  od¢itkov, Ki so se

se prilegali na genom prilegali na
genom
ORFV 82/13 2.721.802 23.672 150
ORFV 12/17 739.860 13.594 150

Genom ORFV 82/13 je bil dolg 138.559 bp, vsebnost gvanina in citozina je bila 64,8 %. ORFV
12/17 je imel genom dolg 138.459 bp, vsebnost gvanina in citozina je bila 64,2 %. V vsakem
izmed obeh genomov smo dolocili 131 genov. Na obeh koncih genomov ORFV 82/13 in ORFV
12/17 smo dolocili ITR dolzine priblizno 3.460 bp (Slika 10). Na podlagi poravnave
nukleotidnih zaporedij celotnih genomov smo ugotovili, da se seva ORFV 82/13 in ORFV
12/17 med seboj razlikujeta v 16 nukleotidnih zamenjavah (99,93-odstotna podobnost). Na
nivoju celotnih genomov sta se seva gamsov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 od ov¢jih in kozjih
sevov virusov Orf, ki so na voljo v podatkovni zbirki NCBI GenBank, razlikovala od 7,61 %
(ov¢ji sev NZ2, pristopna Stevilka DQ184476) do 11,62 % (kozji sev NP, pristopna Stevilka
KP010355).
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Poravnava nukleotidnih zaporedij genomov ORFV 12/17 in ORFV 82/13 ter genomov ov¢jih
in kozjih sevov virusov Orf, pridobljenih iz podatkovne zbirke NCBI GenBank, je pokazala, da
preiskovana genoma v primerjavi s preostalimi genomi ne vsebujeta gena ORF002. Prav tako
tega gena ne vsebujeta genoma ov¢jih virusnih sevov KF837136.1 ter MG712417.1. Genoma
AY386264 in AY386263 ne vsebujeta gena ORFV12.5. Poravnava nukleotidnih zaporedij
preiskovanih genomov virusov Orf je pokazala tudi, da genoma AY386263 in AY386264 ne
vsebujeta gena ORFV107.5 in da genom KP010355 ne vsebuje genov ORFV114, ORFV115 in
ORFV116. Genoma KP010355 in KP010356 ne vsebujeta genov ORFV117, ORFV118 in
ORFV119. Genom KP010355 ne vsebuje gena ORFV120. Genoma KP010355 in KF837136.1
ne vsebujeta gena ORFV134.
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Slika 10: Shematski prikaz organizacije genoma izolata ORFV 82/12. Genom izolata ORFV 12/17 ima enako
organizacijo.

Figure 10: Schematic representation of the genome organization of ORFV 82/12 isolates. The genome of the
ORFV 12/17 isolate has the same organization.

4.1.5 Filogenetske analize

Za filogenetske analize smo uporabili gene osrednje regije (od gena 009 do gena 101) in gene
terminalne regije (od gena 102 do gena 134). V analizo smo vkljucili seva ORFV 82/13 in
ORFV 12/17 pri gamsih ter 13 sevov virusov, pridobljenih iz podatkovne zbirke NCBI

GenBank, od katerih je bilo 10 ov¢jih in kozjih sevov virusov Orf, 2 seva virusov govejih
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psevdoosepnic in 1 sev virusa govejega papularnega stomatitisa. Na podlagi poravnav
nukleotidnih zaporedij genov osrednje regije in genov terminalne regije smo dolocili genetske
razdalje oziroma podobnosti nukleotidnih zaporedij med preiskovanimi genomi virusov in
izdelali filogentski drevesi. Na filogenetskem drevesu genov osrednje regije sta virusa Orf pri
gamsih (ORFV 82/13 in ORFV 12/17) tvorila svojo filogenetsko podskupino. V tej regiji so
svojo filogenetsko podskupino tvorili tudi virusi Orf pri ovcah in kozah (Slika 11a). V tabeli
na Sliki 11a so zbrani rezultati primerjav podobnosti nukleotidnega zaporedja genov osrednje
regije sevov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 s sevi, pridobljenimi iz podatkovne zbirke NCBI
GenBank. Podobnost nukleotidnega zaporedja genov osrednje regije med sevoma gamsov
ORFV 82/13 in ORFV 12/17 je bila 99,99-odstotna. V primerjavi z ov¢jimi in kozjimi sevi Orf
sta bila seva gamsov najbolj podobna ov¢jim sevom (od 95,08 do 96,3-odstotna podobnost),
medtem ko je bila podobnost med sevi gamsov in sevi koz od 94,30 do 95,55-odstotna. Na
filogenetskem drevesu genov terminalne regije virusi Orf niso tvorili filogenetskih podskupin
glede na zivalsko vrsto (Slika 11b). V tabeli na Sliki 11b so zbrani rezultati primerjav
podobnosti nukleotidnega zaporedja genov terminalne regije sevov ORFV 82/13 in ORFV
12/17 s sevi, pridobljenimi iz podatkovne zbirke NCBI GenBank. Podobnost nukleotidnega
zaporedja genov terminalne regije med sevoma gamsov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 je bila
100-odstotna. Filogenetska analiza genov terminalne regije je pokazala, da sta seva Orf pri
gamsih najbolj podobna ov¢jemu sevu NZ2 z Nove Zelandije (97,31-odstotna podobnost).
Podobnost sevov Orf pri gamsih s preostalimi ov¢jimi sevi Orf je bila od 90,42 do 94,68-
odstotna, medtem ko je bila podobnost med sevi Orf pri gamsih in sevi Orf pri kozah od 78,50

do 91,55-odstotna.
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Slika 11: Filogenetsko drevo virusnih izolatov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 ter 13 virusnih izolatov, pridobljenih
iz podatkovne zbirke NCBI GenBank. Filogenetski drevesi sta izdelani s programom MEGA v.7.0.21 z uporabo
metode zdruzevanja sosedov (angl. Neighbor-Joining) ter modelom Tajima-Nei. Uporabili smo $e metodo
samovezanja s 1000 ponovitvami. Preiskovana virusna izolata ORFV sta oznacena krepko. (A) prikazuje
filogenetsko drevo nukleotidnega zaporedja genov osrednje regije genoma ter genetske razdalje ter (B) prikazuje
filogenetsko drevo nukleotidnega zaporedja genov terminalne regije in genetske razdalje.

Figure 11: Phylogenetic tree of viral isolates ORFV 82/12 and ORFV 12/17 and 13 virus isolates obtained from
the NCBI GenBank database. Phylogenetic trees were constructed using MEGA v.7.0.21, using a neighbor-joining
method and Tajima-Nei model. We used a Bootstrap method with 1000 repetitions. The investigated ORFV
isolates are in bold. (A) shows the phylogenetic tree nucleotide sequence of the core genes in the central region of
the genome and genetic distance; (B) shows the phylogenetic tree of the nucleotide sequence of the genes in the
terminal region and genetic distances.
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4.1.6 Pregled podatkov arhivskih vzorcev

Pregledali smo podatke arhivskih vzorcev od leta 2001 do 2017. Ugotavljamo ciklicno
pojavnost kuznega ektima pri gamsih. V okviru preiskave arhivskih podatkov smo pri treh
primerih kuZznega ektima gamsov ugotovili postavitev diagnoze na osnovi klini¢ne,
patoanatomske in histopatoloske slike (Tabela 10; vzorci pod zaporedno Stevilko 1, 2 in 3).
Testiranja z metodo PCR nismo mogli izvesti, ker histoloskih rezin ni bilo ve¢ na voljo. Pri
dveh primerih diagnoza temelji na osnovi klini¢ne, patoanatomske in histopatoloske slike ter
molekularne preiskave (PCR) (Tabela 10; vzorca pod zaporednima Stevilkama 4 in 5). Pri
vzorcih pod zaporednima Stevilkama 6 in 7 (Tabela 10) je bila diagnoza postavljena na osnovi

klini¢ne, patoanatomske in histopatoloske slike ter z molekularno preiskavo (PCR in NGS).
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Tabela 10: Pregled podatkov arhivskih vzorcev za kuzni ektim pri gamsu

Table 10: Examination and overview of archival samples data for contagious ecthyma in chamois

Z%por.edna Vzorec Leto Zivalska Spol Starost  Lovisce Diagnosticne PCR
Stevilka vrsta metode
Patoanatomska
1. 29101 2000 "VANLGee 4mesece LDSota . M n.d.
gams histopatoloska
preiskava
Patoanatomska
2. 10006 2006  "VAN e 1 leto LD omo
gams Gorica histopatoloska
preiskava
Patoanatomska
3. 6507 2007  MAvadnl o ica 8 TNP oo n.d.
gams mesecev histopatoloska
preiskava
Patoanatomska,
4. 37/11 2011 navadni samica 1 leto LD h istopatoloska poz.
gams Bovec in molekularna
(PCR) preiskava
Patoanatomska,
5. 4011 2011 hvadni e 2 leti LPN — histopatoloska
gams Kozorog  in molekularna
(PCR) preiskava
Patoanatomska,
navadni histopatoloska
6. 82/13 2013 AmS samec 7 let LD So¢a  inmolekularna  poz.
& (PCR+NGS)
preiskava *
Patoanatomska,
navadni 6 histopatoloska
7. 12/17 2017 Ams samica mesecey TNP in molekularna  poz.
& (PCR+NGS)

preiskava *

(*) — NGS je bil opravljen v okviru doktorske naloge.

n.d.— Ni bilo delano.

(*) — NGS was performed as part of a doctoral dissertation.

n.d.—was not performed.
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4.2. PAPILOMAVIRUSI IN FIBROPAPILOMATOZA

4.2.1 Patoanatomska preiskava

Analiza podatkov patoanatomskih preiskav je bila opravljena pri 15 Zivalih z izrazeno klini¢no
sliko, ki smo jih preiskovali v nalogi. Spremembe in ugotovitve patoanatomskih preiskav so
bile med seboj zelo podobne, zato v nadaljevanju opisujemo le spremembe, ki se nanasajo na
vzorca 64/16 (PP1568/16) ter 103/16 (PP2205/16) (Tabela 6; vzorca pod zaporednima

Stevilkama 14 in 15).

Pri patoanatomskih preiskavah vseh srn so bile ugotovljene Stevilne ¢vrste, okrogle, pretezno
neodlakane, temno pigmentirane in pogosto erodirane tvorbe, ki so bile v ve¢ji meri locirane na
podro&ju glave, vratu in okonéin. Stevilo sprememb pri posamezni srni je bilo razli¢no; pri
posameznih Zivalih je bilo ugotovljenih od 4 do 16 tvorb. Tvorbe so se razlikovale po velikosti
in so merile v premeru od 1 do 14 cm (Slika 12). Pri jelenu je bilo Stevilo tumorjev manjse,
omejeni pa so bili predvsem na podrocje dimelj. Tumorji so bili ¢vrsti, pigmentirani, neodlakani
in cvetacastega videza. Na rezni ploskvi so bili tumorji kompaktni, povrSina reznih ploskev je

bila sijoca in belkaste barve.
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Slika 12: Patoanatomska preiskava zivali s fibropapilomatozo. (A) Makroskopske lezije fibropapilomov razli¢nih
velikosti, ki se nahajajo na glavi in okon¢inah okuzene srne. (B) Makroskopski izgled fibropapiloma na podro¢ju
dimelj pri okuZzenem navadnem jelenu. (C) Pecljat, okrogel, ¢vrst, erodiran in brezdlacen fibropapilom pri srni.
(D) Okrogel, ¢vrst in odlakan fibropapilom pri srni. (E) Velik ulceriran fibropapilom pri srni. (F) Rezna ploskev
fibropapiloma; povrsina reznih ploskev je bela, kompaktna in slaninastega videza. (G) Fibropapilom pri navadnem
jelenu ima cvetacCasto obliko, povrSina je brezdla¢na in pigmentirana. (H) Rezna ploskev fibropapiloma pri
navadnem jelenu. Povrsina je kompaktna, sijoca in slaninastega videza. Na zunanji povrsini ima izrazito papilarno
strukturo (Vir: IPDRC, avtorja: Gorazd Vengust in Diana Zele Vengust).

Figure 12: Pathoanatomical examination of animals with fibropapillomatosis. (A) Macroscopic lesions of
fibropapillomas of various sizes localised on the head and extremities of an infected roe deer. (B) Macroscopic
lesion of solitary fibropapilloma of an infected red deer in the groin area. (C) Pedunculated, round, firm,
pigmented, eroded and hairless fibropapillomas of a roe deer. (D) Round, firm and hairy fibropapilloma of a roe
deer. (E) Large, ulcerated fibropapilloma of a roe deer. (F) Cut surface of a roe deer fibropapilloma with a compact,
shiny, and white appearance of the firm connective tissue. (G) Fibropapilloma of a red deer showing a cauliflower-
like mass and a hairless and pigmented surface. (H) Cut surface of a red deer fibropapilloma with a compact, shiny,
and white appearance of the firm connective tissue and a pronounced papillary structure of the external surface.
(Source: IPDRC, authors: Gorazd Vengust and Diana Zele Vengust).
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4.2.2 Histopatoloska preiskava

Analizo podatkov histopatoloskih preiskav je bila opravljena pri 12 zivalih z izrazeno klini¢no
sliko, ki smo jih preiskovali v nalogi (Tabela 12; primeri pod zaporednimi Stevilkami 1 do 7 in
11 do 15). Pri vzorcih pod zaporednimi Stevilkami 8 do 10 (Tabela 12) histopatoloska preiskava
ni bila opravljena. Spremembe in ugotovitve histopatoloske preiskave so bile med seboj zelo
podobne, zato v nadaljevanju opisujemo le spremembe, ki se nanaSajo na vzorec 64/16

(PP1568/16) (Tabela 12; vzorec pod zaporedno Stevilko 15).

S histopatolosko preiskavo so bile ugotovljene benigne eksofiti¢éne novotvorbe koze, pokrite z
zmerno do moc¢no iregularno hiperplastiénim in ortokeratoti¢no hiperkeratoti¢nim, ponekod
hiperpigmentiranim vecskladnim plos¢atim poroZenevajo¢im epitelom. Zmerno Stevilo
epitelnih celic ima v citoplazmi Stevilna keratohialina zrnca, majhno do zmerno Stevilo epitelnih
celic je povecanih in ima sivo roznato, drobno zrnato citoplazmo (koilociti). V dermisu pod
hiperplasticnim epitelom se razras¢a kompaktno vezivno tkivo, zgrajeno iz Stevilnih
novotvorbnih celic, podobnih fibroblastom, med katerimi so tanki trakovi kolagenih vlaken.
Mitoti¢ni indeks je nizek, v povprecju z manj kot eno mitozo na polje 400-kratne povecave.
Krvne in limfne Zile so brez posebnosti, brez znakov invazije tumorskih celic (Slika 13).
Ugotovljene histopatoloske spremembe v povezavi s klini¢no sliko so patognomoni¢ne za

fibropapilomatozo.
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Slika 13: Histopatoloska slika fibropapilomatoze pri navadnem jelenu. (A) Tvorba, zgrajena iz kompaktnega
vezivnega tkiva in pokrita z mo¢no iregularno hiperplastiénim in blago ortokeratoti¢no hiperkeratoti¢énim
epitelom. (B) Hiperpigmentacija epitela. (C) Proliferacija fibroblastov, med katerimi so tanki trakovi kolagenih
vlaken.

Figure 13: Histopathologic findings of fibropapillomatosis in a red deer. (A) Mass, composed of dense connective
tissue and covered with markedly hyperplastic epithelium expressing mild orthokeratotic hyperkeratosis. (B)
Epithelial hyperpigmentation. (C) Proliferation of fibroblasts supported by a collagenous matrix.

4.2.3 Sekvenciranje celotnih genomov in genomska analiza

Z metodo NGS smo dolo¢ili nukleotidna zaporedja celotnih genomov Sestih PV pri srnah in
enega PV pri navadnem jelenu. Rezultati NGS in sestavljanja od¢itkov za dolocitev celotnih
genomov so predstavljeni v Tabeli 11. Nukleotidno zaporedje vseh genomov PV pri srnah je
bilo dolgo 8.032 bp, medtem ko je bilo nukleotidno zaporedje genoma PV pri navadnem jelenu
dolgo 8.009 bp. Organizacija genomov vseh preiskovanih PV je bila skladna z organizacijo
genomov PV, pridobljenih iz podatkovne zbirke NCBI GenBank (CcaPV1 (NC _011051) ter
CePV1v (JQ744282). Nukleotidna zaporedja genomov so bila vnesena v podatkovno zbirko
NCBI GenBank pod pristopnimi $tevilkami: MT755964 (CePVl1v sev 64-14), MT774138
(CcaPV1 sev 31-16), MT774139 (CcaPV1 sev 32-16), MT774140 (CcaPV1 sev 37-14),
MT774141 (CcaPV1 sev 63-15), MT774142 (CcaPV1 sev 103-16) in MT774143 (CcaPV1 sev
84-14).

Analiza poravnave nukleotidnih zaporedij celotnih genomov PV pri srnah iz nase raziskave in
referencnega genoma CcaPV1 (NC 011051) je pokazala, da je pet genomov PV pri srni
CcaPV1-1 (sevi 31-16, 32-16, 103-16, 63-15 in 37-14) med seboj 100-odstotno identi¢nih in se

razlikujejo od referencnega PV genoma CcaPV1 v zgolj stirih nukleotidnih zamenjavah (99,5-
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odstotna podobnost). Tri nukleotidne zamenjave so se nahajale v kodirajocih regijah znotraj
genov E2 in L1 (ena znotraj gena E2 in dve znotraj gena L1). Dve nukleotidni zamenjavi, ena
v genu E2 in ena v genu L1 na genomski poziciji 6.353, sta bili sinonimni; ena nukleotidna
zamenjava v genu L1 na genomski poziciji 7.339 pa je bila asinonimna. En PV genom srne
(CcaPV1-2 (84-14)) se je razlikoval od preostalih petih CcaPV1-1 genomov srne v dveh
nukleotidnih zamenjavah, od katerih se je ena nahajala v kodirajo¢i regiji na genu E2, kar ima
za posledico sinonimno zamenjavo. V primerjavi z referencnim genomom CcaPV1 se je genom
CcaPV1-2 (84-14) razlikoval v $tirih nukleotidnih zamenjavah (99,95-odstotna podobnost).
Dve nukleotidni zamenjavi sta se nahajali znotraj kodirajoce regije na genu L1. Ena nukleotidna
zamenjava na genomski poziciji 5.353 je bila sinonimna in ena nukleotidna zamenjava na

genomski poziciji 7.339 je bila asinonimna (Slika 14a).

Genom PV pri navadnem jelenu CePVl1v (64-14) smo poravnali z genomoma CePVlv
(JQ744282 in MN985322). Analiza poravnave je pokazala, da se genom CePVl1v (64-14) od
genoma CePV1v (JQ744282) razlikuje v treh nukleotidnih zamenjavah (99,96-odstotna
podobnost). Nukleotidne zamenjave so se nahajale znotraj kodirajocih regij na genu El in L1,
ena asinonimna nukleotidna zamenjava na genu E1 na genomski poziciji 1.422 in dve sinonimni
nukleotidni zamenjava na genu L1 na genomski poziciji 6.282 in 6.285 (Slika 14b). Genom
CePV1v (64-14) se je od genoma CePV1v_strain376 (MN985322) razlikoval v eni asinonimni
nukleotidni zamenjavi (99,99-odstotna podobnost) na genu E1 (Slika 14b).
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Tabela 11: Rezultati sekvenciranja celotnih PV genomov in statisti¢ni podatki o od¢itkih

Table 11: Results of the whole-genome sequencing of PV genomes and assembly statistics

Stevilo od¢itkov, Povpreéna dolZina

Stevilo vseh ki so se prilegali  odcitkov, ki so se
PV sev
odc¢itkov na sestavljen prilegali na

genom sestavljen genom
CcaPV1-1 (31-16) 197.354 312 326
CcaPV1-1 (32-16) 229.894 737 302
CcaPV1-1 (103-16) 206.940 1.519 279
CcaPV1-1 (63-15) 213.479 241 309
CcaPV-1 (37-14) 254.725 380 292
CcaPV1-2 (84-14) 317.345 636 278

CePVl1v-1 (64-16) 2.867.278 10.010 282
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Slika 14: Poravnava genomov PV pri srni (A) in navadnem jelenu (B) z referenénim genomom CcaPV1 in

genomom CePV1v s poudarkom na porazdelitvi nukleotidnih substitucij, ki so podrobno opisane v tabelah (nt:
nukleotid, ak: aminokislina).

Figure 14: Multiple alignments of roe (A) and red deer (B) PV genomes from this study compared to the reference

CcaPV1 genome and CePV1v genomes, respectively, highlighting the distribution of nucleotide substitutions,
which are described in detail in the tables. Nt: nucleotide, aa: amino acid.
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4.2.4 Genetska raznolikost gena L1

Klasifikacija PV temelji na analizi poravnave nukleotidnih zaporedij gena L1. Analiza
poravnave nukleotidnih zaporedij gena L1 je pokazala, da PV pri srni pripadajo tipu CcaPV1,
pri navadnem jelenu pa tipu CePV1v. Nukleotidno zaporedje gena L1 se je pri vseh Sestih PV
srn od referencnega genoma CcaPV1 razlikovalo za 0,13 %. Nukleotidno zaporedje gena L1 se
je pri PV navadnega jelena od genoma CePV1v (JQ744282) razlikovalo za 0,13 %. Na podlagi
primerjave genetskih razdalj v genu L1 lahko preiskovane PV seve pri srnah opredelimo v dve
novi podtipskih razli¢ici CcaPV1, in sicer CcaPV1-1 (sevi 31-16, 32-16, 103-16, 63-15 in 37-
14) in CcaPV1-2 (sev 84-14). Prav tako lahko preiskovani PV sev pri navadnem jelenu
opredelimo kot novo podtipsko razli¢ico CePV1, in sicer CePV1v-1 (sev 64-14).

4.2.5 Filogenetska analiza

Filogenetska analiza je potrdila, da PV pri srni in navadnem jelenu, ki smo jih vkljucili v
raziskavo, spadajo v vrsto Deltapapillomavirus 5. Pri srnah smo ugotovili prisotnost tipa

CcaPV1, pri navadnem jelenu pa tipa CePV1v (Slika 15).
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Slika 15: Filogenetsko drevo NJ z evolucijskim modelom (T92 + G) zdruzenih zaporedij genov E1, E2, L1 in L2.
Zanesljivost filogenetskega drevesa smo ocenili z metodo samovzorcenja s 1000 ponovitvami. Vrednosti
samovzorcenja pod 70 niso prikazane. Slovenski sevi PV so oznaceni odebeljeno.

Figure 15: NJ phylogenetic tree with the (T92+G) substitution model of the concatenated E1, E2, L1 and L2 gene

sequences. Statistical support for the phylogenetic tree was evaluated by bootstrapping based on 1000 repetitions.
Bootstrap values lower than 70 are not shown. The Slovenian PV strains are indicated in bold.

4.2.6 Pregled podatkov arhivskih vzorcev

Pregledali smo podatke arhivskih vzorcev papilomatoze pri srni in navadnem jelenu od leta
1998 do danes. Ugotavljamo, da se papilomatoza pri srni pojavlja ves Cas in je prisotna v
vzhodni Sloveniji in vzhodnemu delu osrednje Slovenije (Slika 6), medtem ko se pri navadnem
jelenu pojavlja zelo redko. Oba zabeleZena primera sta bila ugotovljena v juzni Sloveniji (LPN
Medved leta 2003 in LD Velike Lasce leta 2016). Med letoma 2007 in 2011 (Tabela 12, primeri

pod zaporednimi Stevilkami 4, 5, 6 in 7) diagnostika bolezni temelji na klini¢ni sliki in
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histopatoloski preiskavi. Pri omenjenih vzorcih so bili na voljo tudi parafinski bloki (p.b.), na
katerih pa so bili rezultati PCR testa kljub preizkuseni metodi (opisani v poglavju »3.3.2
Dolocanje prisotnosti virusne DNA z metodo PCR v arhivskih vzorcih«) negativni. Sklepamo,
da je razlog v starosti parafinskih blokov. Tabela 12 prikazuje pregled podatkov arhivskih

VZOrcev.

V okviru preiskave arhivskih podatkov smo ugotovili pri treh primerih fibropapilomatoze
postavitev diagnoze na osnovi patoanatomske in histopatoloske slike (Tabela 12; primeri pod
zaporednimi Stevilkami 1, 2 in 3), pri Stirih primerih na osnovi patoanatomske in histopatoloske
slike in so bili v arhivu na razpolago tudi vzorci za moznost testiranja s PCR (Tabela 12; primeri
pod zaporednimi Stevilkami 4, 5, 6 in 7), v enem primeru je bila postavljena diagnoza samo na
osnovi patoanatomske slike (Tabela 12; primer pod zaporedno Stevilko 8). Pri primerih od 9
do 15 je postavitev diagnoze temeljila na osnovi patoanatomske in histopatoloske slike ter

molekularnih preiskav (PCR in NGS).
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Tabela 12: Pregled podatkov arhivskih vzorcev in rezultat PCR za papilomatozo

Table 12: Examination of archival samples and result of PCR for papillomatosis

Za;lpm:edna Vzorec Leto Zivalska Starost Spol Lovisce . Nacm. PCR
Stevilka vrsta diagnostike
Patoanatomska
67/98 LD in
L PP859/98 1998 sma 4leta samec Kostanjevica histopatoloska n.d.
preiskava
Patoanatomska
147/00 . . LD Veliki in
2. PP171/00 2000 sma 2 leti samica Podlog histopatoloska n.d.
preiskava
Patoanatomska
195/03 . 7 in
3. PP1015/03 2003 jelen mesecev samec LPN Medved histopatoloska n.d.
preiskava
Patoanatomska,
34/07 histopatoloska
4. PP558/07 2007 srna 1 leto samica LD Psata in molekularna neg.
(PCR)
preiskava *
Patoanatomska,
58/08 3 histopatoloska
5. PP800/08 2008 srna 8 let samec LD Sentjur in molekularna neg.
(PCR)
preiskava *
Patoanatomska,
31/10 stareisa histopatoloska
6. PP466/10 2010 srna are) samica LD Ivanjkovei  in molekularna neg.
zival
(PCR)
preiskava *
Patoanatomska,
34/11 histopatoloska
7. PP667/11 2011 srna 1 leto samica LD Raka in molekularna neg.
(PCR)
preiskava *
. Patoanatomska
8. 54/12 2012 srna 4 leta samica LPN Fazan n.d.

preiskava
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

37/14

63/15

84/14
PP 1/15

31/16
PP765/16

32/16
PP777/16

103/16
PP2205/16

64/16
PP1568/16

2014

2015

2014

2016

2016

2016

2016

srna

srna

srna

srna

srna

srna

jelen

2 leti

6 let

3 leta

6 let

3 leta

5 let

1 leto

samec

samica

samec

samec

samec

samica

samica

LD Domzale

LD Brezovica

LD Videm

LPN Fazan

LD Globoko

LD Videm

LD Velike
Lasce

Patoanatomska
in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

Patoanatomska
in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

Patoanatomska,

histopatoloska

in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

Patoanatomska,

histopatoloska

in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

Patoanatomska,

histopatoloska

in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

Patoanatomska,

histopatoloska

in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

Patoanatomska,

histopatoloska

in molekularna
(PCR+NGS)
preiskava **

poz.

poz.

poz.

poz.

poz.

poz.

poz.

) -
(**) _
nd. -
*)

(**) -

PCR preiskava je bila opravljena v okviru doktorske naloge iz rezin vzorcev parafinskih blokov.

NGS je bil opravljen v okviru doktorske naloge.

Ni bilo delano.

The PCR testing was performed as part of a doctoral dissertation from sample slices of paraffin blocks.
NGS was performed as part of doctoral dissertation.

n.d. — was not performed.
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S RAZPRAVA

5.1 POKSVIRUSI IN KUZNI EKTIM PRI GAMSU

Za predstavnike druzine Poxviridae je znacilno, da proteini predstavljajo 90 % teze virusnega
delca. Odvisno od vrste genomi poksvirusov kodirajo med 150 in 300 proteinov. V virusnem
delcu najdemo priblizno 100 proteinov. Virusni delci vsebujejo Stevilne encime, ki sodelujejo
pri transkripciji DNA ali modifikaciji proteinov ali aminokislin. Virusni delci z ovojnico
vsebujejo polipeptide v lipidnem dvosloju, ki obkrozajo virusni delec. Proteini, ki se nahajajo
v osrednjem delu virusnega genoma, so odgovorni za virusno replikacijo, medtem ko so
proteini, ki se nahajajo bolj v terminalnem obmocju genoma, vpleteni v imunski odgovor
gostitelja (13, 158). Osrednji del genoma ORFV vsebuje homologne gene virusa vakcinije (rod
Orthopoxvirus), ki so vpleteni v replikacijo in transkripcijo genoma, gene, odgovorne za
strukturo in morfogenezo virusa, in homologne proteine, ki so vgrajeni v membrano virusa.
Posebnost ORFV osrednjega dela genoma je odsotnost dveh genov VACV D9R in VACV
F15R, ki sta znacCilna za vse predstavnike poddruzine Chordopoxvirinae. Terminalni del
genoma parapoksvirusov predstavlja priblizno 20 % celotnega genoma. Tu najdemo gene, ki
jih povezujejo s patogenezo in z virulenco (159, 160). Primerjava predvidenih proteinskih
zaporedij treh v celoti sekvenciranih izolatov ORFV (NZ2, pristopna Stevilka DQ184476;
SA00, pristopna Stevilka AY386264; 1A82, pristopna Stevilka AY386263) je pokazala
doloCeno stopnjo medizolatne sekvencne variacije, ki niso znacilne za poddruzino
Chordopoxvirinae. Povprecna predvidena podobnost aminokislinskega zaporedja najbolj
variabilnih genov izolatov NZ2, SA00 in IA82 je bila le 80-odstotna. Vecine teh genov ne
najdemo pri preostalih poksvirusih in imajo Se neznano vlogo (161). Pri ORFV najdemo dva
proteina, ki sta ortologa ovojni¢nim glikoproteinom vseh poksvirusov sesalcev. To sta proteina
A33R in A34R. Protein A33R je tarc¢a nevtralizacijskih protiteles, kar bi lahko pomenilo, da
medizolatne variacije predstavljajo »pobegle mutante« in omogoc¢ajo ORFV ponovne okuzbe
zivali, ki so bolezen ze prebolele. Prav tako domnevajo, da imajo nekatere variacije med izolati
ORFV proteinov pomembno vlogo pri vrstni specifi¢nosti gostitelja (161). Parapoksvirusi
nimajo nekaterih genov, ki so ohranjeni pri vecini predstavnikov poddruzine Chordopoxvirinae

in imajo vlogo pri metabolizmu nukleotidov. Pri parapoksvirusih tudi ne najdemo Ser/Thr
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protein kinaze, inhibitorja serinskih proteaz in kelch podobnega gena (angl. Kelch-like gene),
ki so odgovorni za vnetni odgovor gostitelja, apoptozo, aktivacijo komplementa in koagulacijo
(162). Pri pasazah virusa na celi¢ni kulturi je ORFV podvrzen prerazporeditvi terminalnega
dela genoma. Podobne prerazporeditve terminalnega dela genoma so opazili tudi pri drugih
poksvirusih. Pri virusnih izolatih ORFV, ki so bili podvrzeni ve¢jemu §tevilu pasaz na celi¢ni
kulturi, so opazili vec¢ja ITR obmocja na genomu ter podvojitev ali izgubo dolocenih genov

(163).

V Sloveniji smo z metodo PCR in s sekvenciranjem kratkega odseka virusnega genoma ze
dokazali prisotnost virusov ORF pri gamsih s kuznim ektimom ter ugotovili, da so ti sevi v 391
bp dolgem odseku genoma najpodobnejsi virusnemu sevu ORF, ugotovljenem pri ovcah.
Rezultati sekvenciranja virusnih izolatov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 s tehnologijo Illumina
so pokazali, da je genom ORFV 82/13 dolg 138.559 bp, medtem ko je genom ORFV 12/17
dolg 138.459 bp. Vsebnost gvanina in citozina je bila pri ORFV 82/13 64,8 %, pri ORFV 12/17
pa 64,2 %. Vsak izmed obeh genomov je sestavljen iz 131 genov, kar je znalilno za
predstavnike virusov Orf. Na obeh koncih genoma smo ugotovili obmocji terminalnih
invertiranih ponovitev dolzine priblizno 3.460 bp. Osrednje regije virusa ORFV pri gamsih so
tvorile svojo filogenetsko podskupino na filogenetskem drevesu, prav tako so tvorile svojo
filogenetsko podskupino ORFV pri ovcah in kozah, medtem ko terminalne regije virusa ORFV
niso tvorile filogenetske podskupine glede na Zivalsko vrsto. Na podlagi filogenetske analize
smo ugotovili, da so preiskovani virusni izolati najbolj podobni ov¢jim in kozjim sevom. Na
nivoju celotnega genoma se ORFV 82/13 in ORFV 12/17 od drugih virusov Orf razlikujeta od
7,61 % za ov¢ji sev NZ2 do 11,62 % za kozji sev NP. Glede na rezultate filogenetske analize
sklepamo, da ne gre za iste ovcje in kozje seve, saj so osrednje regije preiskovanih virusnih
1zolatov virusa Orf pri gamsu tvorile svojo filogenetsko podskupino, prav tako so jo tvorili tudi
ov¢ji in kozji sevi. Trenutno je v bazi NCBI GenBank na voljo premajhno Stevilo nukleotidnih
zaporedij celih genomov virusnih sevov virusa Orf pri gamsih, da bi lahko izvedli ustrezno
primerjavo. Ce bi Zeleli dokazati, da gre za enake seve kot pri ovcah in kozah, bi morali dologiti
nt zaporedje tudi ov¢jim in kozjim sevom, ki se pojavljajo v Sloveniji, ter jih primerjati z
zaporedji pri gamsih. Ov¢je in kozje seve, ki smo jih uporabili v nasi raziskavi, smo povzeli po
¢lanku Li in sodelavcev ter izvirajo iz Kitajske, z Nove Zelandije, iz ZdruZenih drzav Amerike

in Nemcije (151). Iz NCBI GenBank smo pridobili vse dostopne genome virusov ov¢jih in
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kozjih sevov Orf. Prav tako je mogoce, da se v Sloveniji pojavljajo drugacni ov¢ji in kozji sevi,
kot so evidentirani v genski banki NCBI GenBank, in so dejansko enaki kot pri gamsih, vendar
tega na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo trditi. Za podrobnejSo analizo in primerjavo
genomov virusnih izolatov gamsov, ovc in koz bi bile potrebne nadaljnje raziskave, ki presegajo

obseg in namen nase raziskave.

Do prenosa kuznega ektima pri gamsih bi lahko prislo tudi na pasi, kjer si domaci prezvekovalci
in gamsi delijo habitat, kot poroCata Veternik in Zadnik (66). Rezultati filogenetskih analiz,
opravljenih v tej raziskavi, kazejo, da so virusni izolati pri gamsih in ovcah ter kozah sicer
podobni, vendar na filogenetskem drevesu tvorijo svoje podskupine. Za potrditev te domneve
bi bile potrebne nadaljnje raziskave genomov ovcjih in kozjih sevov virusov Orf, ki se
pojavljajo v Sloveniji. Prav tako je mogoce, da se bolezen v populaciji gamsov pojavlja
pogosteje, kot kazejo nasi rezultati. Novih vzorcev, ki bi to potrjevali, v ¢asu raziskave nismo
prejeli. Slednje je lahko posledica dobre ozaveScenosti loveev na obmocjih, kjer se bolezen
pojavlja. Ti bolezenske znake kuznega ektima prepoznajo in se jim ne zdi potrebno, da bi

posiljali vzorce v dodatne preiskave.

Za ugotavljanje stopnje prekuzenosti populacije gamsov z virusom Orf smo uporabili SNT za
dokazovanje prisotnosti protiteles proti virusu Orf. Testirali smo 40 vzorcev serumov gamsov.
Rezultati testa so bili pri 38 vzorcih negativni, pri 2 vzorcih pa je bil ugotovljen citotoksicen
ucinek na celi¢no kulturo in rezultata ni bilo mogoce od¢itati. Vzorci serumov gamsov, ki smo
jih vkljucili v SNT, so bili odvzeti od navidezno zdravih Zivalih pri rednem odstrelu na
obmocjih, kjer se kuzni ektim pri gamsih pojavlja, in sicer v Triglavskem narodnem parku z
okolico in na obmoc¢ju Kamnisko-Savinjskih Alp. Kri je bila odvzeta ob ciS€enju trupa
uplenjene Zivali iz srca v skladu z navodili in medicinskimi pripomocki, s katerimi smo opremili
lovce (Priloga 1). V SNT nismo vkljucili serumov gamsov, pri katerih je bila izrazena klini¢na
slika. Razlog je logisticne narave, saj sta trupli obeh zivali s klinicnimi znaki od odstrela do
prihoda na IPDRC VF potovali dva dni oziroma tri. V tem &asu je prislo do hemolize krvnih
vzorcev, zaradi Cesar sta bila vzorca neuporabna za laboratorijsko preiskavo. Diagnostika in
serolosko spremljanje stanja bolezni pri prostozivecih zivalih sta izredno tezka in podvrzena
Stevilnim nepredvidljivim dejavnikom (vstopnemu mestu projektila, ¢asu odvzema vzorca po
odstrelu, Cistosti odvzema vzorca, psihi¢ni in fizi¢ni utrujenosti lovca, transportu vzorca ...).

Vsak vzorec, ki smo ga dobili in je bil primeren za nadaljnjo diagnostiko, je bil za nas
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neprecenljive vrednosti. Prav zaradi tezav z zbiranjem vzorcev, predvsem visokogorskih vrst
prezvekovalcev, je v dostopni literaturi zelo malo raziskav s podrocja seroloskega monitoringa

bolezni pri prostozivecih zivalih (5, 6).

Pri okuzbi z virusom Orf je pri imunskem odzivu zelo pomembna celicna imunost, ki je
vecinoma omejena na mesto vdora virusa ter periferne bezgavke (80, 81). Prav tako pride do
nastanka protiteles, vendar v zelo nizkih titrih, ki so tezje zaznavni ali sploh niso zaznavni s
SNT (90, 164). Na podlagi tega lahko pojasnimo, zakaj v preiskovanih vzorcih seruma nismo
ugotovili prisotnosti nevtralizacijskih protiteles. Vsi testirani vzorci serumov gamsov s SNT so
bili negativni. Vikeren in sodelavci so v svoji raziskavi prisli do podobnih rezultatov pri
preucevanju kuznega ektima s SNT pri moSkatnem govedu (8). Rezultate SNT pojasnjujejo s
Sibkim imunskim odzivom zivali med izbruhom bolezni in po njem. Prav tako ne izkljucujejo
moznosti, da so bili vzorci krvi obolelih Zivali pridobljeni pred serokonverzijo (8). O nizkih
titrih nevtralizacijskih protiteles porocajo tudi Zarnke in sodelavci pri moskatnem govedu na
Aljaski (90). Haig in sodelavci (81) glede na rezultate svoje raziskave sklepajo, da virus preko
imunomodulatornih proteinov vpliva na imunski sistem gostitelja z vsaj kratkotrajno inhibicijo
njegovega imunskega odgovora na infekcijo. Prisotnost virusnih imunomodulatorjev bi
pojasnila tudi relativno nizko vrednost Stevilnih citokinov v aferentni limfi med samo infekcijo
z virusom v celicah epidermisa, kljub temu da so epidermalne celice iz sprememb med okuzbo
sposobne proizvesti citokine v celicni kulturi. Glede na to, da se je pri primarnih infekcijah
virus dolo¢eno obdobje sposoben replicirati pred zadostnim imunskim odgovorom gostitelja ter
s proizvodnjo vaskularnega endotelijskega rastnega faktorja (angl. vascular endothelial growth
factor, VEGF) Se poveca Stevilo tar¢nih celic, prav tako lahko proizvede veliko koli¢ino

imunomodulatornih proteinov Se pred zadostnim imunskim odgovorom gostitelja (81).

Najvecje populacije gamsa naseljujejo predvsem severozahodni del Slovenije na obmocjih
Triglavskega narodnega parka ter Kamnisko-Savinjskih Alp. Z vidika zdravstvenega stanja se
v populaciji gamsov pojavljata predvsem dve bolezni, ki pomembno vplivata na velikost
populacije. To sta garjavost, ki jo povzro¢a zunanji zajedavec Sarcoptes scabiei var. rupicaprae
(165), in kuzna gamsja slepota, ki jo najverjetneje povzro€ajo mikoplazme (166). Garje se
pojavijo predvsem v vecjih in gostejSih populacijah, kar privede do etoloskih, reprodukcijskih
in prehranskih motenj. Podobne ugotovitve za pojav kuZnega ektima opisuje ze leta 1981

Valentin¢i¢ (67). Iz arhiva IPDRC je razvidno, da so garje v Sloveniji prisotne vsako leto Ze
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vec¢ desetletij, medtem ko kuzna slepota ni bila ugotovljena ze ve¢ kot dve desetletji. Podobno
kot garje se redno pojavlja tudi kuzni ektim, ki pa ima glede na na$ pregled arhiva cikli¢no
pojavljanje oziroma bolezni ne zaznavamo vsako leto. V nasprotju z garjami, ki se pojavljajo v

obliki epizootije, se kuzni ektim pojavlja sporadicno, zlasti v zimskem casu.

Pojav kuznega ektima povezujejo s telesno odpornostjo zivali ter stresom, ki je predvsem
posledica poseganja ¢loveka v naravni habitat zivali (87, 167-169). Do izbruha bolezni pride,
ko se zivljenjske razmere poslabSajo in se naravno ravnovesje znotraj populacije porusi.
Prevelike populacije, pomanjkanje hrane, klimatske spremembe in stres, ki ga povzroca
prisotnost ljudi, pomembno pripomorejo k pojavu bolezni (48, 49, 58, 168). Vse vec raziskav
kaze tudi na pomemben vpliv sprememb vegetacije na Stevilénost populacij prostozivecih
zivali, med drugim tudi gamsa (168). Stevilna bolezenska stanja in opisane spremembe ne
povzroCijo neposrednega pogina zivali, vendar pa toliko oslabijo organizem, da odprejo
moznost vdora drugim boleznim v populacijo, med drugim tudi kuznemu ektimu (170).
Obdobju pojava kuznega ektima pri domacih in prostozivecih prezvekovalcih bi bilo v
prihodnje treba posvetiti ve¢ pozornosti, saj je verjetno prav takrat najve¢ja moznost prenosa
povzrocitelja med zivalmi iste vrste znotraj populacije in med zivalmi razli¢nih vrst. Hkrati pa
je takrat tudi vec¢ja moZnost ugotavljanja virusa ter sorodnosti virusa med vrstami. Kot smo ze
omenili, je prav pridobivanje ustreznega materiala tista Sibka tocka, ki trenutno onemogoca

podrobnejsSo analizo kuznega ektima.

Iz arhiva IPDRC je razvidno, da je bil prvi primer kuznega ektima pri gamsu ugotovljen leta
2001. Verjetno pa se je bolezen pojavljala Ze prej in je bila klasificirana kot papilomatoza. Leta
2006 in leta 2007 je bil ugotovljen po en primer, leta 2011 dva primera ter v letih 2013 in 2017
po en primer kuZnega ektima pri gamsu. Pri primerih iz let 2001, 2006 in 2007 je bila diagnoza
postavljena na podlagi klinicne slike ter patoanatomske in histopatoloske slike. Parafinskih
blokov za morebitne nadaljnje molekularne preiskave ni bilo na voljo. Pri dveh primerih iz leta
2011 je bil prvi¢ opravljen tudi PCR test za dokazovanje nukleinske kisline virusov Orf iz
histoloskih rezin, ki je bil v obeh primerih pozitiven. [z vzorcev kuznega ektima gamsov iz leta
2013 in leta 2017 smo diagnozo bolezni na podlagi klini¢ne slike, patoanatomske preiskave in
histopatoloSke preiskav potrdili s PCR in tudi dolo¢ili celotna genoma izolatov virusov Orf.
Ceprav sta klini¢na slika in histopatoloska slika za bolezen znagilni, je za dokonéno potrditev

diagnoze kuZnega ektima vedno potrebna preiskava s PCR.



94
J. Kmetec: Ugotavljanje in molekularna opredelitev virusov Orf ... ter papilomavirusov ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

5.2 PAPILOMAVIRUSI IN PAPILOMATOZA PRI SRNI IN NAVADNEM
JELENU

Kljub siroki razsirjenosti srne in navadnega jelena po celotni evropski celini in SirSe najdemo v
znanstveni literaturi le skope podatke o razSirjenosti PV in genetski spremenljivosti PV
genomov pri omenjenih zivalskih vrstah. Prvi primer fibropapilomatoze pri prostoziveci srni v
Evropi je opisal Kocsner na Madzarskem v zgodnjih Sestdesetih letih prejSnjega stoletja (124).
Edino karakterizacijo celotnega genoma virusa pri srni tipa CcaPV-1, ki je pripadal rodu
Deltapapillomavirus 5, so opravili Erdélyi in sodelavci leta 2008 (103). Erdélyi leta 2010
opisuje endemsko porazdelitev fibropapilomatoze pri srni in nizko prevalenco bolezni, ki je
omejena na Panonsko kotlino (122). Kasneje so primere fibropapilomatoze pri srni klini¢no in
histopatoloSko diagnosticirali tudi v Srbiji (171) in na Hrvaskem (172), medtem ko so pojav

bolezni na Ceskem (173) in Slovaskem (16) potrdili s pomo¢jo metode PCR.

O fibropapilomatozi pri navadnem jelenu poro¢ajo iz Italije, Spanije, Francije, Anglije,
Avstrije, Madzarske in Portugalske (22, 122, 174, 175). Scagliarini in sodelavci so leta 2013
prvi izvedli karakterizacijo celotnega genoma PV (CePV-1v) pri navadnem jelenu, ki je spadal
v rod Deltapapillomavirus 5 (22). Nedavno so Gallina in sodelavci opisali dva celotna genoma

CePV-1v pri navadnem jelenu v Italiji, ki sta bila 100-odstotno identi¢na (175).

V nasi nalogi opisujemo primere fibropapilomatoze pri srni (n = 6) in navadnem jelenu (n= 1),
vkljuéno s celotnim genomskim sekvenciranjem PV vseh vzorcev, ki so bili poslani na IPDRC
VF od leta 2014. Neoplasti¢ne spremembe pri vseh sedmih vzorcih so bile diagnosticirane kot
fibropapilomatoza na podlagi klinicne slike, patoanatomske preiskave in opravljene
histopatologije, kar ustreza rezultatom v preteklosti opravljenih raziskav v Evropi (3, 16, 22,
104, 122, 175). S pomocjo metode PCR smo DNA PV zaznali v vseh sedmih tkivnih vzorcih.
Velikost in Stevilo neoplasti¢nih sprememb kot tudi patoanatomska in histopatoloSka slika
preiskovanih primerkov so se ujemali s preteklimi opisi in Studijami PV pri srni in navadnem
jelenu. Na podlagi tega lahko sklepamo, da so ¢&vrste, okrogle, pigmentirane, obicajno
neodlakane in erodirane ali ulcerirane spremembe znacilne za fibropapilomatozo, ki je
posledica okuzbe s CcaPV1 (Deltapapilomavirus 5) pri srni. Nahajajo se lahko kjerkoli na
trupu. Medtem ko so pri navadnem jelenu za fibropapilomatozo znacilne okrogle (cvetacastega

videza), pigmentirane in brezdlacne lezije, ki so posledica okuzbe s CePVlv
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(Deltapapillomavirus 5). Lezije se nahajajo predvsem na notranji strani zadnjih okon¢in in
trebusnem podrocju. Iz preteklih porocil je razvidno, da se bolezen pri srni pojavi predvsem pri
starejSih osebkih, medtem ko se pri navadnem jelenu bolezen manifestira predvsem pri mlajsih
osebkih (3, 16, 104, 173). Do podobnih zaklju¢kov smo prisli po analizi arhivskih vzorcev tudi
v na$i nalogi. Arhivska porocila o diagnostiki vzorcev, ki so jih poslali na pregled na VF
slovenski lovci in jih opisali kot fibropapilomatozo pri srni in navadnem jelenu, nakazujejo, da
je bila bolezen v vzhodnih delih Slovenije prisotna Ze od leta 1996. Ker so se prvi klini¢ni
primeri bolezni pojavili na meji med Slovenijo in Madzarsko, sklepamo, da se je okuzba
prenesla iz Madzarske. Do leta 2014 je diagnostika fibropapilomatoze v Sloveniji slonela zgolj
na patoanatomski in histopatoloski preiskavi, po tem obdobju se za dokazovanje okuzb s PV
pri srni in navadnem jelenu uporablja tudi PCR. V Evropi so fibropapilomatozo pri jelenu do
danes potrdili v Veliki Britaniji (176, 177), Spaniji (178), Italiji (22), Avstriji (104), Franciji
(104), na Madzarskem (104) in Portugalskem (174).

Velikost populacije srne v Sloveniji je ocenjena priblizno na 110.000 osebkov (33, 39).
Stevilénost ali gostota populacije srne je ve¢ja na nizinskih obmogjih osrednje in vzhodne
Slovenije (29). Vsi potrjeni primeri fibropapilomatoze v Sloveniji so izhajali s teh obmocij.
Podobno opazajo tudi Rajsky in sodelavci, ki menijo, da je pojavnost fibropapilomatoze vecja
v lovis¢ih z vecjo gostoto populacije srn (16). Okuzbe srn s PV se v Sloveniji pojavljajo

sporadi¢no in ne endemsko, kot je znacilno za Madzarsko (3) ali Slovasko (16).

Velikost populacije navadnega jelena v Sloveniji je ocenjena priblizno na od 11.000 do 14.000
osebkov (33, 39). Do danes sta bila v Sloveniji potrjena dva primera fibropapilomatoze pri
navadnem jelenu. Diagnostika vzorca iz leta 2003 temelji na kliniéni sliki, patoanatomski
preiskavi in histopatologiji, medtem ko je bila pri vzorcu iz leta 2016 poleg omenjenih preiskav
diagnoza potrjena tudi z molekularno preiskavo. Zdi se, da se fibropapilomatoza pri navadnem
jelenu v Sloveniji pojavlja izredno redko. Podobno o nizki pojavnosti primerov virusnih
fibropapilomov pri navadnem jelenu porocajo iz razli¢nih evropskih drzavah (22, 104, 174),
kar kaze na izredno nizko stopnjo prenosa PV med Zivalmi znotraj populacije. Sporadi¢no
pojavljanje je nekoliko nenavadno, saj je jelen ¢redna zival, zato bi pri¢akovali pogostejse
prenose bolezni med Zivalmi. Ravno nasprotno opazajo nekoliko vecjo pojavnost
fibropapilomatoze pri srni, ki pa je samotarka. Razlog za to je verjetno veliko Stevilo zivali v

evropskem prostoru, med drugim tudi v Sloveniji. Glavni vzrok za manjSo pojavnost
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fibropapilomatoze pri navadnem jelenu je verjetno tudi manjsSe Stevilo fibropapilomov na kozi
in njihova majhnost v primerjavi s klini¢no sliko pri srni, kar je tezje opazit oziroma med lovci

ne spodbudi potrebe po posiljanju sprememb v preiskavo.

Na podlagi arhivskih podatkov IPDRC je mogode razbrati, da se bolezen pri smi zelo pocasi
Sir1 iz vzhodnih delov v osrednji del Slovenije. V zahodnem delu Slovenije bolezen Se ni bila
opazena. Nenavaden je pojav obeh primerov v juzni Sloveniji (obmocje Kocevja) pri navadnem
jelenu. Na Madzarskem je prisotnost papilomatoze pri navadnem jelenu potrjena (104). Prav
zaradi omenjenega bi pri¢akovali pojav bolezni ob madzarski meji, kjer poteka vsakodnevna
migracija jelenjadi ¢ez mejo. Na Hrvaskem Farka$ in sodelavci opisujejo fibropapilomatozo
samo pri srni, medtem ko podatkov o fibropapilomatozi pri navadnem jelenu ni (172). To pa ne

pomeni, da bolezen ni prisla k nam prav iz Hrvaske oziroma krajev v blizini juzne meje.

PV imajo sicer pocasno, a presenetljivo evolucijsko sposobnost. Splosno prepricanje o
evolucijskem mehanizmom PV govori o zelo nizki stopnji mutacij, vrstni specifi¢nosti in
kodivergenci z gostitelji (19, 23, 179, 180). Novejse raziskave predlagajo alternativne
mehanizme, ki Zenejo evolucijo PV, kot so prenos med vrstami, rekombinacije in filogenetske
neskladnosti med virusi in njihovimi gostitelji (179-183). Splosni zakljucki o evoluciji PV so
morda Se vedno nejasni in Spekulativni, saj je znanje o pestrosti predvsem nehumanih vrst PV
omejeno (105, 180, 181). Goveji tip BPV-1 in BPV-2, s katerima se obi¢ajno okuZi govedo, sta
primer prenosa povzrocitelja ne samo med bliZznjimi sorodnimi vrstami Zivali, ampak tudi med
bolj oddaljenimi sorodnimi vrstami. S tipoma BPV-1 in BPV-2 se lahko okuZijo tudi bizoni
(Bison bison), bivoli (Bubalus bubalis), jak (Bos grunniens), zirate (Giraffa camelopardalis),
tapirji (Tapirus), ¢rna grivasta antilopa (Hippotragus niger), konji (Equus caballus), osli
(Equus asinus) in navadni jelen (Cervus elaphus) (22, 174, 184, 185). Domnevi, da je gonilna
sila trenutne PV raznolikosti zgolj kodivergenca virus-gostitelj, nasprotujejo novejse raziskave,
ki opisujejo okuzbe daljno sorodnih vrst PV z istimi gostitelji, kar se pokaZe na filogenetskem
drevesu kot neskladje med virusi in njihovimi gostitelji (180-183). V nasi Studiji smo opazili
zelo majhno variabilnost med genomoma tipa CcaPV1 (99,95-odstotna identi¢nost celotnega
genoma v primerjavi s sekvencami, pridobljenimi iz NCBI GenBank) in razli¢ico genoma tipa
CePV1 (99,96-99,99-odstotna identi¢nost celotnega genoma v primerjavi s sekvencami,
pridobljenimi iz NCBI GenBank). Pet od Sestih genomov CcaPV1 je bilo 100-odstotno

identi¢nih. O podobnih rezultatih porocajo tudi Gallina in sodelavci, ki opisujejo dva 100-



97

J. Kmetec: Ugotavljanje in molekularna opredelitev virusov Orf ... ter papilomavirusov ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Doktorska disertacija

odstotno identi¢na genoma CePV1v (175). Ta ugotovitev je v skladu s sploSno sprejetim
evolucijskim mehanizmom PV in potrjuje zelo nizko stopnjo mutacij pri teh virusih (19, 23,
179, 180). Srna je v Sloveniji najbolj razsirjena prostozive€a cervidna vrsta, ki poseljuje
obmocja vse od obalne regije do zgornje gozdne meje. Najdemo jo v gozdovih in v okolici
kmetijskih obdelovalnih povrsin ter tudi na odprtih poljih (26). Navadni jelen poseljuje bistveno
manjsa in prostorsko bolj izolirana obmocja. Najdemo ga tudi na obmocjih izven gozdov, kot
so travniki in kmetijska polja, ki mu predstavljajo pomemben vir hrane (29). Ker si prostozivece
cervidne vrste delijo isti habitat kot domace pasne zivali, je prenos nalezljivih povzroditeljev,
tudi PV, med njimi povsem mogoc¢. Tako bi pri preiskovanih prostozivecih cervidnih vrstah
lahko pricakovali tudi okuzbe s tipom BPV, kar je bilo pri jelenu ze opisano (20, 174). Kljub
temu pri preiskovanih osebkih s fibropapilomatozo nismo zaznali koinfekcij z drugimi tipi PV,

kar je v skladu s tradicionalnim evolucijskim prepri¢anjem o vrstni specifi¢nosti PV.

Obseg Studij, ki preucuje prisotnost PV pri prostoZivecih gostiteljih, je omejen (24, 105, 181),
zato predstavlja vrzel v poznavanju evolucije in raznolikosti PV pri prostozivecih zivalih.
Primerjava PV L1 ORF sekvenc s sekvencami, pridobljenimi iz NCBI GenBank, pri srni kaze
na nizko variabilnost (0,13 %), kar po de Villiersu in sodelavci spada v kategorijo < 2 %
raznolikosti sekvenc (23). Sekvence bi na podlagi tega lahko opredelili kot CcaPV1 podtipsko
razli¢ico. Do podobnih rezultatov smo prisli tudi pri PV L1 ORF sekvencah pri navadnem

jelenu in bi jih prav tako lahko opredelili kot podtipsko razli¢ico CePV1v.
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6 SKLEPI

Hipotezo »Na podlagi nukleotidnega zaporedja celotnega genoma virusa Orf pri gamsih

nameravamo dokazati, da je ta najbolj podoben virusnim sevom Orf, ugotovljenih pri ovcah«

smo potrdili.

Z metodo NGS (Illumina) smo prvi dolocili dva skoraj celotna genoma (angl. nearly
complete genome) ORFV 82/13 in ORFV 12/17 virusov Orf pri gamsih.

Analiza poravnave nukleotidnih zaporedij celotnih genomov virusov Orf je pokazala,
da se seva iz vzorcev gamsov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 med seboj razlikujeta v 16
nukleotidnih zamenjavah (99,93-odstotna podobnost). Na nivoju celotnih genomov sta
se seva gamsov ORFV 82/13 in ORFV 12/17 od ov¢jih in kozjih sevov virusov Orf, ki
so na voljo v podatkovni zbirki NCBI GenBank, razlikovala od 7,61 % (ov¢ji sev NZ2,
pristopna Stevilka DQ184476) do 11,62 % (kozji sev NP, pristopna Stevilka KP010355).
Filogenetska analiza je pokazala, da virusa Orf pri gamsih ORFV 82/13 in ORFV 12/17
na filogenetskem drevesu osrednje regije (od gena 009 do 101) tvorita svojo
filogenetsko podskupino. Na filogenetskem drevesu genov terminalne regije virusi Orf

niso tvorili filogenetskih podskupin glede na zivalsko vrsto.

Hipoteze »V populaciji gamsov nameravamo s serum nevtralizacijskim testom dokazati

prisotnost protiteles proti virusom Orf in oceniti stopnjo prekuZenosti populacije« nismo

potrdili.

S serum nevtralizacijskim testom prisotnosti protiteles proti virusu Orf v vzorcih

serumov gamsov nismo dokazali.

Hipotezo »KoZne spremembe pri gamsih, znacilne za bolezen kuZzni ektim, povzroc¢a virus

Orf« smo potrdili.

Na podlagi pregleda arhivski podatkov smo ugotovili cikli¢no pojavljanje kuznega
ektima pri gamsih v zadnjih dveh desetletjih. Pri gamsu je prvi opisan primer kuznega
ektima na podlagi patoanatomske in histopatoloske preiskave leta 2001, sledili so Se

primeri v letih 2006, 2007, 2011, 2013 in 2017.
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Diagnoza kuznega ektima pri gamsu, postavljena na podlagi znacilne klini¢ne,
patoanatomske in histopatoloske slike, je bila z uporabo metode PCR potrjena ze pred
to Studijo v dveh primerih kuznega ektima iz leta 2011 in v dveh primerih iz leta 2013
(ORFV 82/13) in 2017 (ORFV 12/17). S pregledom arhivskih podatkov smo ugotovili
Se tri primere kuznega ektima v letith 2001, 2006 in 2007, pri katerih je bila diagnoza
postavljena na podlagi klini¢ne, patoanatomske in histopatoloske slike, vendar ni bilo
na voljo vzorcev za diagnostiko z metodo PCR, zato v teh primerih diagnoze kuznega

ektima z molekularnimi metodami nismo mogli potrditi.

Hipotezo »Spremembe na kozi v obliki gobastih, pecljatih tumorjev pri srnah in jelenih v

Sloveniji povzrocajo vrstno specifi¢ni papilomavirusi iz rodu Deltapapilomavirus, in sicer pri

srni genotip CcPV-1 ter pri jelenu genotip CePV-1« smo potrdili.

Z metodo NGS (Ion Torrent) smo doloc¢ili nukleotidna zaporedja celotnih genomov
Sestih PV pri srni (CcaPV1 sev 37-14, CcaPV1 sev 84-14, CcaPV1 sev 31-16, CcaPV1
sev 32-16, CcaPV1 sev 63-15 in CcaPV1 sev 103-16) in enega PV pri navadnem jelenu
(CePVlv sev 64-14).

Nukleotidno zaporedje gena L1 se je pri vseh Sestih PV srne od referencnega genoma
CcaPV1 razlikovalo za 0,13 %. Nukleotidno zaporedje gena L1 se je pri PV navadnega
jelena od genoma CePV1v (JQ744282) razlikovalo za 0,13 %. Na podlagi primerjave
genetskih razdalj v genu L1 lahko preiskovane PV seve pri srni opredelimo v dve novi
podtipski razli¢ici CcaPV1, in sicer CcaPV1-1 (sevi 31-16, 32-16, 103-16, 63-15 in 37-
14) in CcaPV1-2 (sev 84-14). Prav tako lahko preiskovani PV sev pri navadnem jelenu
opredelimo kot novo podtipsko razli¢ico CePV1, in sicer CePV1v-1 (sev 64-14).

Druge ugotovitve:

Na podlagi pregleda arhivski podatkov od leta 1998 do danes smo ugotovili, da se
papilomatoza pri srni pojavlja ves Cas in je prisotna v vzhodni Sloveniji in vzhodnem
delu osrednje Slovenije, medtem ko se pri navadnem jelenu pojavlja zelo redko.

Trenutno poznana primera sta vezana na juzno Slovenijo, in sicer na obmocje Kocevja.
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Na podlagi arhivskih podatkov, ki so zajemali klini¢no sliko, patoanatomsko in
histopatolosko preiskavo, ki se je ujemala tudi z opisi tujih raziskovalcev, lahko
sklepamo, da so ugotovljene klini¢ne spremembe in spremembe, ugotovljene z
omenjenimi preiskavami, znacCilne tako za kuzni ektim pri gamsih kot tudi za

papilomatozo pri srni in navadnem jelenu.
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7 POVZETEK

Virusi iz druzine Poxviridae spadajo med najvecje znane viruse predvsem zaradi bolezni, ki so
jo povzrocali pri ljudeh. V veterinarski medicini je poznan predvsem rod Parapoxvirus, kamor
uvrs¢amo tudi povzrocitelja kuznega ektima ali pustularnega dermatitisa. Bolezen je zelo
nalezljiva in prizadene kozo domacih in prostozivecih zivali. Bolezen uvrs¢amo med zoonoze.
Clovek se obi¢ajno okuZi ob stiku z okuZeno Zivaljo ali pa z mesom okuZene Zivali. Kljub temu
imamo v Sloveniji malo okuzb z virusom Orf na letni ravni. Bolezen je samoomejujoca in
obi¢ajno izzveni v nekaj tednih, ¢e ne pride do zapletov. Pri gamsih se klini¢ni znaki bolezni
kazejo v obliki bolec¢ih sprememb, ki se pojavijo predvsem na podrocju ustne votline, vimena
in okon¢in. V Evropi so bolezen diagnosticirali pri Stevilnih vrstah prostozivecih

prezvekovalcev, vendar je podatkov o povzrocitelju in pojavnosti malo.

V nalogi smo s pomo¢jo NGS sekvencirali skoraj celotna genoma virusa Orf pri gamsih in
ugotovili, da so najbolj podobni virusnim sevom Orf pri ovcah. Za nadaljnjo analizo in

ugotavljanje izvora bi bile potrebne dodatne preiskave in primerjave.

Do vdora virusa Orf v telo Zivali obi¢ajno pride z neposrednim stikom, imunski odgovor pa
poteka vecinoma lokalno in je omejen na periferne bezgavke, kar je po nasem mnenju lahko

vzrok, da nismo uspeli dokazati prisotnosti specifi¢nih protiteles s SNT v preiskovanih vzorcih.

S pregledom arhivskih podatkov smo ugotovili e tri primere kuZnega ektima v letih 2001, 2006
in 2007, pri katerih je bila diagnoza postavljena na podlagi klinicne, patoanatomske in
histopatoloSke slike, vendar ni bilo na voljo vzorcev za diagnostiko s PCR, zato v teh primerih

diagnoze kuZnega ektima z molekularnimi metodami nismo mogli potrditi.

V Studiji opisujemo primere fibropapilomatoze pri srni in navadnem jelenu, pri katerih je prislo
do klini¢ne manifestacije bolezni, ki je znacilna za okuzbe s PV. V vseh primerih je bila prisotna
PV DNA, ki smo jo potrdili z metodo PCR, ¢emur je sledilo sekvenciranje delnega gena L1 po
Sangerju. 1z vseh preiskovanih vzorcev smo s pomocjo NGS dolocili celotne PV genome, ki so
razkrili okuzbe s podtipsko razli¢ico CcaPV-1 pri srni in podtipsko razli¢ico CePV1v pri
navadnem jelenu. Primerjava sekvenc celotnih genomov tipa CcaPV1 in varianto tipa CePV1v
je Ze na voljo v podatkovni bazi NCBI GenBank. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko

rec¢emo, da PV izkazujejo veliko genetsko stabilnost v ¢asu in prostoru.
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8 SUMMARY

Viruses from the family Poxviridae are among the most known viruses, especially because of
the diseases they caused in human medicine. In veterinary medicine, the genus Parapoxvirus is
best known and also includes the virus of contagious ecthyma or pustular dermatitis. The
disease is highly contagious and affects the skin of domestic and wild animals. The disease is
classified as a zoonosis. Humans usually become infected by contact with an infected animal
or by handling the meat of an infected animal. Nevertheless, in Slovenia we have only a few
infections with the Orf virus on an annual basis. The disease is self-limiting and usually resolves
within a few weeks if there are no complications. In chamois, the clinical signs of the disease
are manifested in the form of painful lesions, which occur mainly in the oral cavity area, udder,
and limbs. In Europe, the disease has been diagnosed in many wild ruminants species but data

on the causative agent and incidence are scarce.

In the doctoral dissertation, we sequenced almost the entire genome of the Orf virus in chamois
with the help of NGS and found that they are most similar to the Orf virus strains found in
sheep. Further investigations and comparisons would be needed for further analysis and

identification.

Invasion of the Orf virus into the animal host occurs by direct contact, the immune response is
mostly local and is limited to peripheral lymph nodes which is why we were not able to detect

the presence of specific antibodies with SNT in the samples.

By reviewing the archival data, we identified three additional cases of contagious ecthyma from
2001, 2006, and 2007 that were diagnosed based on the clinical, pathoanatomic, and
histopathologic picture. No samples were available for diagnosis by PCR, so that in these cases

the diagnosis of contagious ecthyma could not be confirmed by molecular methods.

The study describes fibropapillomatosis cases in roe deer and red deer with clinical
manifestations that are typical of infection with PVs. In all cases, the presence of PV DNA was
confirmed using PCR, followed by Sanger sequencing of the partial L1 gene. The complete PV
genomes were determined in all the investigated samples using NGS, revealing infections of
roe deer with the CcaPV1-type and red deer with the CePV1v-type variant. A comparison of
the complete CcaPVl1-type and CePVl1v-typevariant genome sequences reported here to
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already available complete genome sequences available in NCBI GenBank revealed their great

genetic stability over time and space.
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11 PRILOGE

Priloga 1: Spremni dopis in navodila vzorcenja, ki so bili poslani lovskim druzinam

Supplementary data 1: Cover letter with and sampling instructions, which were sent to hunting organisations
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